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Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde – im Rahmen des EU-SONGLINES-Projektes – untersucht, 
ob gentechnisch veränderte Rhizobien, die verschiedene Konstrukte enthalten, diese 
Konstrukte durch Konjugation in andere Bakterien übertragen können. 
Als Donor diente ein gentechnisch modifizierter Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 
Stamm. Es wurden vier verschiedene Plasmide auf ihre Übertragbarkeit hin untersucht: das 
high-copy-Plasmid pHReGFPplac, das low-copy-Plasmid pJPeGFPplac, sowie die Konstrukte 
pHReGFPplacIAA und pJPeGFPplacIAA, die aus den beiden o.g. Plasmiden konstruiert 
wurden, indem eine IAA-Kassette (die beiden Gene iaaM und tms2 unter Kontrolle des 
Promotors rolA) eingefügt wurde.  
Über Doppel-Cross-Over wurden die Gene aacC1 (Gentamycinresistenzgen) und lacI 
(Repressor des Promotors plac) in das mcpD-Gen des Chromosoms des Donorstammes 
inseriert. Durch das Gen aacC1 wurde der Donorstamm mit einer Gentamycinresistenz 
markiert und durch lacI wurde die Expression des eGFP („enhanced green fluorescent 
protein“, ein grün fluoreszierendes Protein) im Donor reprimiert, so dass Donorzellen keine 
Fluoreszenz unter Anregung mit blauem Licht zeigten. Dadurch konnten sie von möglichen 
Transkonjuganten unterschieden werden, die kein lacI besaßen und demzufolge das eGFP 
exprimierten und unter Blaulicht grün fluoreszierten. Es wurden zwei verschiedene 
Donorstämme „VF39 genta lacI“ konstruiert, die sich in der Orientierung des lacI im 
Chromosom unterschieden. Anschließend wurde jedes der vier Plasmide in jeden dieser 
beiden Stämme eingebracht, so dass sich insgesamt acht verschiedene Donorstämme ergaben. 
Als Rezipientenstämme wurden Sinorhizobium meliloti 2011 und Rhizobium tropici CIAT 
899 verwendet, die mit dem Donor VF39 nah verwandt sind, so dass die Chance eines 
Plasmidtransfers besonders hoch ist. 
Zuerst wurden Filterkreuzungen durchgeführt, wobei jeder der Donorstämme mit jedem der 
beiden Rezipienten gekreuzt wurde. Außerdem wurden mit den vier verschiedenen Plasmiden 
Transformationstests mit jedem der Rezipienten durchgeführt, um bei einem eventuellen 
Transfer ausschließen zu können, dass die Rezipienten das Plasmid durch Transformation 
aufgenommen haben.  
Keiner der beiden Rezipienten nahm irgendeines der Plasmide durch Transformation auf. Das 
Plasmid pHReGFPplac wurde aus beiden Donorstämmen und in beide Rezipientenstämme 
transferiert, während die Plasmide pJPeGFPplac und pJPeGFPplacIAA in keinem Fall 
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übertragen wurden. Das Konstrukt pHReGFPplacIAA wurde interessanterweise aus dem 
Donorstamm VF39 genta lacI 9/1 in beide Rezipienten übertragen, aus dem Donor VF39 
genta lacI 7/1 aber nur in den Rezipienten Sinorhizobium meliloti 2011. 
Als nächstes wurden mit den Plasmiden pHReGFPplac, pHReGFPplacIAA und 
pJPeGFPplacIAA Kreuzungen in sterilem Boden durchgeführt. Die Ergebnisse entsprachen 
denen der Filterkreuzungen, die Transferfrequenzen waren im Boden jedoch zum Teil 
deutlich geringer als in den Filterkreuzungen. 
Zum Schluss wurden mit den Plasmiden pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA Kreuzungen 
in der Rhizosphäre der Erbse (Pisum sativum) durchgeführt. Unter einem 
Fluoreszenzmikroskop wurden einzelne grün fluoreszierende Stäbchenbakterien gefunden, 
was auf einen Plasmidtransfer hinweist, beim Ausplattieren auf Selektionsplatten konnte aber 
kein Plasmidtransfer detektiert werden. Eine in einem Ansatz gefundene Diplokokke aus zwei 
runden, zusammenhängenden Bakterienzellen, die unter blauem Licht grün fluoreszierte und 
unter grünem Licht keine Fluoreszenz zeigte, deutete darauf hin, dass ein Plasmidtransfer 
(durch Konjugation oder Transformation) in endogene Bodenbakterien stattgefunden haben 
könnte, welche die Sterilisation des Bodens überlebt hatten. 
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A Einleitung 
 
1. Rhizobien 
 
Rhizobien sind bewegliche, gramnegative, stäbchenförmige Bodenbakterien. Sie werden in 
fünf Gattungen unterteilt: Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium und 
Azorhizobium. Zusammen mit den Gattungen Agrobakterium und Phyllobakterium bilden sie 
die Familie der Rhizobiaceae, welche wiederum zur Klasse der Alpha-Proteobacteria gehören 
(Young, 1992). Eine besondere Eigenschaft der Rhizobien ist ihre Fähigkeit, mit Pflanzen aus 
der Familie der Leguminosae (Hülsenfrüchtler) eine Symbiose einzugehen und so genannte 
Wurzelknöllchen zu bilden, in denen der Mikrosymbiont (das Bakterium) molekularen 
Luftstickstoff (N2) fixiert und ihn der Pflanze in Form von Ammonium (NH4+) zur Verfügung 
stellt. Im Gegenzug versorgt die Pflanze ihren Symbiosepartner mit Photosyntheseprodukten 
und Mineralien. Zu den Pflanzen, die zu dieser Symbiose fähig sind, gehören viele 
landwirtschaftlich bedeutsame Nutzpflanzen, wie z.B. Erbse (Pisum), Bohne (Phaseolus), 
Sojabohne (Glycine) und Luzerne (Medicago) (Selbitschka et al., 1997). Bei der Bildung 
einer solchen Symbiose werden die im Boden vorkommenden Bakterien zunächst durch so 
genannte Wurzelexsudate (vor allem Flavonoide und Tryptophan) chemotaktisch von der 
Pflanze angelockt. Die Symbiosen sind sehr spezifisch, und ein Bakterium erkennt die zu ihm 
passende Pflanze an den Exsudaten, welche die Pflanze an den Boden abgibt. Die Pflanze 
erkennt „ihr“ Bakterium umgekehrt durch Lektine, Proteine der pflanzlichen Zellwand, die an 
Rezeptoren in der Bakterienzellwand binden (Hirsch, 1999). Die Bakterien wandeln das von 
der Pflanze ausgeschiedene Tryptophan in Indol-3-essigsäure (IAA) um, welches eine 
Krümmung der Wurzelhaare bewirkt (Gisi et al., 1997). Dann dringen die Bakterien über die 
Wurzelhaarzellen in die Wurzel ein und lösen dort die Bildung der Wurzelknöllchen aus, in 
denen sie eingeschlossen und durch physiologische und morphologische Umstrukturierungen 
in Bakteroide umgewandelt werden, die molekularen Stickstoff fixieren und Ammonium 
ausscheiden (Gisi et al., 1997). 
 
Die biologische Stickstofffixierung (BNF) durch Rhizobien – Leguminosen – Symbiosen ist 
für die Landwirtschaft von erheblicher Bedeutung. Der Stickstoffgehalt im Boden ist der 
bedeutendste limitierende Faktor für den ertragreichen Anbau der meisten Kulturpflanzen. 
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Während in den Industrieländern genügend Stickstoffdünger vorhanden ist (durch die 
Produktion mittels Haber-Bosch-Verfahren und die aus der Massentierhaltung im Überfluss 
vorhandenen tierischen Exkremente), ist die BNF in Entwicklungsländern eine wichtige 
Quelle zur Anreicherung von Stickstoff im Boden. Schätzungen zufolge führt die Rhizobien – 
Leguminosen – Symbiose zu einem Nettoertrag von 300 kg Stickstoff pro Jahr und Hektar 
(Selbitschka et al., 1997). 
Hinzu kommt, dass Leguminosen in vielen Teilen der Welt den wichtigsten Eiweißlieferanten 
in der menschlichen Nahrung darstellen und die Erträge durch „Düngung“ mit Rhizobien 
deutlich verbessert werden. Daher wurde schon früh versucht, Ernteerträge von 
landwirtschaftlichen Nutzpflanzen wie Erbse, Bohne oder Luzerne durch Zugabe der 
entsprechenden Rhizobien zum Saatgut zu erhöhen. So wurde bereits 1895 ein Verfahren 
patentiert, welches auf dem Gebrauch von Reinkulturen für die Saatgutbeimpfung von 
Leguminosen beruht. Nach Schätzungen werden weltweit jährlich ca. 26 Millionen Hektar 
mit Wildtypisolaten von Knöllchenbakterien beimpft (Selbitschka et al., 1997). 
 
2. Horizontaler Gentransfer 
 
Unter horizontalem Gentransfer (engl.: horizontal gene transfer, HGT) versteht man die 
Weitergabe genetischen Materials an andere (auch nicht verwandte) Arten. Damit 
unterscheidet er sich vom vertikalen Gentransfer, bei dem Erbmaterial lediglich an die 
Nachkommen der gleichen Art weitergegeben wird. Übertragen werden mobile genetische 
Elemente wie z.B. Plasmide, Bakteriophagen, Insertionssequenzen und Transposons. 
In der Evolution der Bakterien scheint HGT eine nicht unerhebliche Rolle gespielt zu haben. 
So haben z.B. Lawrence und Ochman (1998) gezeigt, dass 17,6 % des Chromosoms von E. 
coli durch HGT erworben sind. Eine andere Untersuchung von insgesamt 19 Genomen zeigt, 
dass in verschiedenen Mikroorganismen der Anteil an horizontal erworbenen Genen zwischen 
nahezu 0% (bei einigen endozellulären Parasiten mit sehr kleinen Genomen) und ca. 17% (bei 
Synechocystis PCC6803) schwankt, mit einem Mittelwert von 6% (Ochman et al., 2000). Zu 
ähnlichen Ergebnissen kamen Garcia-Vallvé et al. (2000), die bei einer Untersuchung von 24 
Genomen 1,56% - 14,47% horizontal erworbene Gene feststellten, wobei die Prozentzahlen 
generell bei Archaea und Nichtpathogenen höher waren als bei Pathogenen. Diese Angaben 
dürften die tatsächlichen Werte aber noch unterschätzen. Die horizontal erworbenen Gene 
werden identifiziert anhand von Unterschieden in GC-Gehalt und Codonnutzung zwischen 
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dem Genom des Organismus und den potentiell erworbenen Genen. Da sich die fremde DNA 
im Laufe der Zeit an die DNA des Organismus „anpasst“, können Gene, die vor sehr langer 
Zeit durch HGT erworben wurden, nicht mehr als solche erkannt werden. Ebenfalls nicht 
erkannt wird horizontal erworbene DNA, deren GC-Gehalt und Codonnutzung derjenigen des 
„Wirts“ von Anfang an ähnelt. 
HGT ist nicht beschränkt auf nah verwandt Mikroorganismen. Es wurde Gentransfer 
zwischen Gramnegativen und Grampositiven (in beiden Richtungen) nachgewiesen (Trieu-
Cuot et al., 1987, Trieu-Cuot et al., 1988 und Schäfer et al., 1989), zwischen Archaea und 
Bakterien (Nelson et al. 1999) und sogar zwischen Bakterien und Eukaryoten. Ein Beispiel 
für letzteres ist der Transfer von T-DNA von Agrobacterium tumefaciens auf Pflanzen 
während der Induktion von Pflanzentumoren (Wackernagel, 2002).  
Es gibt aber auch Barrieren für HGT, sowohl beim Transfer als auch bei der Stabilität der 
transferierten DNA in der neuen Wirtszelle. So wird z.B. in vielen Bakterien fremde DNA 
erkannt und durch Restriktionsenzyme abgebaut, weil sie andere Modifikationen aufweist als 
die zelleigene DNA. Gäbe es solche Barrieren nicht, wäre die Natur gar nicht in der Lage, 
verschiedene Arten hervorzubringen und beizubehalten. 
 
Es gibt drei Mechanismen des horizontalen Gentransfers: 
 
1. Konjugation 
Bei einer Konjugation wird während eines bakteriellen Zellkontaktes DNA von einer 
Spenderzelle (Donor) in eine Empfängerzelle (Rezipient) übertragen. Vor allem Plasmide 
werden auf diese Art und Weise übertragen, aber auch Transposons und gelegentlich sogar 
chromosomale DNA (Ochman et al., 2000). Vor allem Antibiotikaresistenzen haben sich so 
verbreitet, da die dafür kodierenden Gene häufig auf mobilen genetischen Elementen wie 
Plasmiden und Transposons lokalisiert sind. Der Transfer ist unidirektional und konservativ 
(d.h. eine Kopie der DNA bleibt in der Spenderzelle).  
  
2. Transformation 
Als Transformation wird die Aufnahme freier DNA durch eine Bakterienzelle bezeichnet. 
Voraussetzung für eine Transformation ist, dass die Bakterienzelle kompetent ist, d.h. dass sie 
sich in einem Zustand befindet, in dem sie in der Lage ist, DNA aufzunehmen. Bei den 
meisten untersuchten Bakterien ist die Ausbildung der Kompetenz abhängig von der 
Wachstumsphase. Einige Bakterien sind aber auch ständig in der Lage, DNA aufzunehmen, 
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z.B. Thermus thermophilus (Sørensen et al., 2005). Die meisten kompetenten Bakterien 
erkennen arteigene DNA und nehmen nur diese DNA auf. Einige Bakterien sind jedoch auch 
zur Aufnahme artfremder DNA fähig, wie z.B. Bacillus subtilis (Ochman et al., 2000). Die 
aufgenommene DNA wird dann entweder als Nahrung verwendet und abgebaut, oder sie wird 
als genetisches Material in das eigene Genom integriert. Letzteres ist allerdings nur möglich, 
wenn die Nukleotidsequenzen Homologien aufweisen, so dass die zur Integration 
erforderliche Rekombination stattfinden kann. 
 
3. Transduktion 
Bei der Transduktion wird bakterielle DNA durch Bakteriophagen (kurz: Phagen) von einer 
Bakterienzelle auf eine andere übertragen. Die Transduktion ist eine sehr spezifische Art der 
DNA-Übertragung, da Bakteriophagen einen engen Wirtsbereich haben. Die bakterielle DNA 
wird bei der Phagenvermehrung irrtümlich in die Phagenpartikel verpackt, und wenn ein 
solcher defekter Phage ein Bakterium infiziert, wird diese DNA in das infizierte Bakterium 
transferiert.  
 
2.1 Horizontaler Gentransfer im Boden 
In den meisten Böden sind die Ressourcen für bakterielles Wachstum beschränkt, wodurch 
Zelldichten, Wachstum und Aktivität stark limitiert werden. Dadurch werden mikrobielle 
Prozesse wie HGT, die abhängig sind von der Zelldichte und der Aktivität der Organismen, 
ebenfalls beschränkt (van Elsas et al., 2003).  
Studien haben aber auch verschiedene natürliche Habitate als so genannte „hot spots“ 
identifiziert, in denen Gentransfer besonders häufig vorkommt, weil die dort herrschende gute 
Nährstoffverfügbarkeit die metabolische Aktivität positiv beeinflusst und die bakterielle 
Zelldichte erhöht ist. Zu diesen hot spots zählen z.B. der Verdauungstrakt einiger Bodentiere 
und die Rhizosphäre von Pflanzen (Dröge et al., 1999).   
HGT wird im Boden durch viele Faktoren beeinflusst. Abiotische Faktoren wie z.B 
Temperatur, pH-Wert, Feuchtigkeitsgehalt und Nährstoffverfügbarkeit spielen dabei ebenso 
eine Rolle wie biotische Faktoren, zu denen z.B. konkurrierende oder syntrophe Organismen 
oder auch die Anwesenheit von Pflanzen zählen. Seit den siebziger Jahren, in denen die ersten 
Untersuchungen zum HGT zwischen Bakterien in (semi)natürlichen Bodenhabitaten 
durchgeführt wurden, gab es eine wachsende Anzahl an Studien, die sich mit den Effekten 
solcher Umweltfaktoren auf den HGT beschäftigten (z.B. Richaume et al., 1989; Walter et 
al., 1991; Top et al., 1990; Hill et al., 1998). Richaume et al. (1989) z.B. untersuchten  in 
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sterilem Boden einen Plasmidtransfer zwischen E. coli und Rhizobium fredii, variierten 
verschiedene Parameter und erhielten je nach Bedingungen Transferfrequenzen zwischen 10-7 
und 10-4. Top et al. untersuchten einen Plasmidtransfer in sterilem Boden zwischen E. coli 
und Alcaligenes eutrophus und erhielten je nach Bodentyp und Nährstoffstatus 
Transferfrequenzen von 10-7 bis 10-5. Hintergrund dieser Untersuchungen war, dass man 
glaubte, HGT voraussagen oder sogar beeinflussen zu können, wenn die Wirkung dieser 
Faktoren verstanden wäre (van Elsas et al., 2003). 
Da Böden eine sehr heterogene und dynamische Umgebung darstellen, ändern sich die 
herrschenden Bedingungen sowohl mit dem Ort als auch mit der Zeit (van Elsas et al., 2003). 
Daher ist es auch kaum möglich, Ergebnisse aus Laboruntersuchungen zum HGT auf die 
Natur zu übertragen und Schlüsse zur Transferhäufigkeit im natürlichen Boden zu ziehen. 
 
2.2 Horizontaler Gentransfer in der Rhizosphäre 
Als Rhizosphäre wird der Raum im Boden bezeichnet, der durch Abgabe chemischer Stoffe 
durch eine lebende Wurzel unmittelbar beeinflusst wird (Gisi et al., 1997). Im Allgemeinen 
wird ein Bereich von etwa 3 mm um die Wurzel als Rhizosphäre bezeichnet. Die Rhizosphäre 
wird stark durch so genannte Wurzelexsudate geprägt, Stoffe, die von lebenden Wurzelzellen 
an den Boden abgegeben werden. Wurzelexsudate sind meist wasserlösliche, pflanzliche 
Stoffwechselprodukte mit einem hohen Anteil an Zuckern und Aminosäuren. Dadurch stellen 
die Wurzelexsudate leicht verfügbare Kohlenstoff- und Stickstoffquellen für 
Mikroorganismen dar.  
Der pH-Wert kann in der Rhizosphäre um 0,5 bis 2 Einheiten niedriger sein als im 
umgebenden Boden, weil die Pflanze Wasserstoffionen, Kohlenstoffdioxid und organische 
Säuren an den Boden abgibt. 
Das Wachstum der meisten Mikroorganismen wird durch die Rhizosphäre gefördert, so dass 
dort die Organismen-Besatzdichte wesentlich höher ist als im wurzelfreien Boden (Bakterien: 
5 bis 50-fach). Wurzeln sind typischerweise mit annähernd 108 Bakterien pro Gramm 
Rhizosphärenboden besiedelt (Nielsen et al., 2001). Zusätzlich zur Organismenanzahl ist auch 
die Diversität in der Rhizosphäre erhöht. 
Die Rhizosphäre ist einer der „hot spots“, in denen HGT (verglichen mit wurzelfreiem Boden) 
besonders häufig stattfindet. 
Die Rhizosphäre vieler Pflanzen ist eine Bodenregion mit einer hohen Verfügbarkeit von 
organischem Kohlenstoff, Stickstoff, Phosphat und Schwefel. Wegen dieser guten 
Wachstumsbedingungen finden sich in der Rhizosphäre hohe Zelldichten metabolisch aktiver 
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Zellen. Darüber hinaus erhöht der durch die pflanzlichen Wurzeln induzierte Wasserfluss die 
Bewegung der Bodenbakterien.  
Der Effekt der Rhizosphäre auf HGT unterscheidet sich von Pflanze zu Pflanze. So fanden 
Schwaner et al. (2001) heraus, dass die Rhizosphäre der Erbse den HGT zehnmal mehr 
stimuliert als die Rhizosphäre der Gerste. Mølbak et al. (2007) fanden übereinstimmend einen 
7 bis 17 fach stärkeren Plasmidtransfer in der Rhizosphäre der Erbsenpflanze gegenüber der 
Gerstenpflanze. 
Lange Zeit wurde vermutet, dass der genetische Austausch in der Rhizosphäre wegen der 
guten Verfügbarkeit von Wachstumssubstraten und der dadurch bedingten höheren 
metabolischen Aktivität der Zellen stärker ist als im wurzelfreien Boden. Kroer et al. (1998) 
untersuchten diese Hypothese und fanden heraus, dass in einem Mikrokosmos, dem 
Wurzelexsudate zugegeben wurden, zwar die metabolische Aktivität der Zellen anstieg, der 
konjugative Transfer aber unbeeinflusst blieb. Das bedeutet, dass eine durch Wurzelexsudate 
erhöhte metabolische Aktivität nicht der Grund ist für die Stimulation des konjugativen 
Transfers in der Rhizosphäre. Vielmehr wird angenommen, dass die durch Wurzelexsudate 
bedingten erhöhten Zelldichten zur Stimulation des HGT beitragen und dass die Anwesenheit 
der Wurzeln sowie deren Wachstum eine Clusterung der Mikroorganismen in Mikrohabitate 
bewirken, in denen der HGT durch die lokal hohen Zelldichten gefördert wird (Mølbak et al., 
2007). 
Zahlreiche Studien befassen sich mit einem Plasmidtransfer in der Rhizosphäre. Walter et al. 
(1991) untersuchten z.B. einen Plasmidtransfer in der Rhizosphäre zwischen Stämmen von 
Pseudomonas cepacia und detektierten 1,5 x 10-7 Transkonjuganten in der Rhizosphäre der 
Gerste und 3,9 x 10-7 Transkonjuganten in der Rhizosphäre des Rettichs.  
Lilley et al.(1994) konnten in der Rhizosphäre der Zuckerrübe einen konjugativen Transfer 
des Plasmids pQBR11 zwischen Pseudomonas marginalis und Pseudomonas aureofaciens 
nachweisen (Dröge et al., 1999). Andere Studien vergleichen den Plasmidtransfer in 
Rhizosphärenboden mit dem in wurzelfreiem Boden, wobei ausnahmslos die erhaltenen 
Transferfrequenzen in der Rhizosphäre größer sind als im wurzelfreien Boden. Schwaner et 
al. (2001) fanden beispielsweise in Kreuzungsversuchen zwischen Pseudomonas fluorescens 
und Serratia plymuthica in der Rhizosphäre Plasmidtransferfrequenzen von 10-3, im 
wurzelfreien Boden aber nur Frequenzen von 10-7 bis 10-6. Van Elsas et al. (1989) zeigten, 
dass das Plasmid RP4 im Rhizosphärenboden transferiert wurde, nicht jedoch im wurzelfreien 
Boden. Einige andere Studien kamen zu ähnlichen Ergebnissen. 
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2.3 Gentechnisch veränderte Organismen und horizontaler Gentransfer 
Der Einsatz von genetisch veränderten Mikroorganismen (engl.: genetically modified 
organisms, GMO) wird heute in vielen Bereichen in Erwägung gezogen, z.B. in der 
Insektenbekämpfung, in der Sanierung von durch Xenobiotika belasteten Böden und 
Gewässern, in der biologischen Stickstofffixierung und in der Ertragssteigerung von 
Kulturpflanzen. 
Dabei ist HGT zum Teil erwünscht, z.B. um degradative Fähigkeiten von GMO auf endogene 
Mikroorganismen zu übertragen. Gleichzeitig hat die Frage der Freisetzung gentechnisch 
veränderter Organismen aber auch rege Diskussionen entfacht um die Gefahren, die bei einer 
unkontrollierten Verbreitung von GMO oder von deren Genen durch HGT entstehen können. 
Zur Abwendung von Schaden für Mensch, Tier oder Umwelt müssen daher die Risiken 
abgeschätzt werden, die sich aus einer Freisetzung von GMO ergeben könnten. Deshalb 
müssen GMO nach den Vorgaben des Gentechnikgesetzes in ihren Eigenschaften überprüft 
und ihr Verhalten in der Umwelt prognostiziert und bewertet werden. Dazu zählt unter 
anderem, dass die Möglichkeit der Weitergabe der veränderten DNA überprüft werden muss. 
Infolgedessen wurden mit verschiedensten Bakterien und in den verschiedensten Habitaten 
(u.a. Böden, Gewässer, Sedimente, Pflanzenoberflächen und der Verdauungstrakt von Tieren) 
Untersuchungen durchgeführt, um Möglichkeiten und Grenzen des HGT herauszufinden. 
Dazu wurden Experimente auf Festmedien, in Mikrokosmen, im Freiland und mit lebenden 
Organismen einschließlich Säugetieren durchgeführt. Die Ergebnisse zeigten, dass HGT wohl 
nirgendwo ausgeschlossen werden kann, aber nur selten stattfindet (Wackernagel, 2002). 
Außerdem können sich neu erworbene Gene nur dann etablieren, wenn ein entsprechender 
Selektionsdruck besteht, der den Trägern dieser Gene Selektionsvorteile verleiht. Natürlich 
können Mikrokosmosexperimente – und erst recht Untersuchungen auf Festmedien – nicht 
die komplexen Umweltbedingungen des Freilandes berücksichtigen, weshalb die Ergebnisse 
solcher Experimente nur bedingt auf natürliche Habitate übertragen werden können. Trotzdem 
liefern sie wertvolle Anhaltspunkte, die für eventuelle spätere Freilandexperimente 
unerlässlich sind. 
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3. Indol-3-essigsäure (IAA) 
 
Höhere Pflanzen produzieren Phytohormone, organische Substanzen, die Wachstum und 
Entwicklung steuern. Sie werden in bestimmten Geweben der Pflanze synthetisiert, und von 
dort aus zu ihrem Wirkungsort transportiert. Es sind sechs Gruppen von Phytohormonen 
bekannt: Auxine, Gibberelline, Cytokinine, Brassinosteroide, Abscisine und Ethylene. Die 
meisten Phytohormone wirken bereits in sehr geringen Konzentrationen (<1mM) (Martínez-
Morales et al., 2003). Die Wirkung der einzelnen Phytohormone hängt nicht nur von der 
Konzentration der einzelnen Hormone ab, sondern auch von den Mengenverhältnissen der 
Hormone zueinander (Nultsch, 2001). 
Der wichtigste Vertreter unter den Auxinen ist die Indol-3-essigsäure (engl. indole acetic acid, 
kurz: IAA). Sie ist das einzige pflanzeneigene Auxin und an nahezu allen Wachstums- und 
Entwicklungsprozessen der Pflanze beteiligt, z.B. Zellstreckung, Zellteilung, 
Apikaldominanz, Abszission, Phototropismus, Geotropismus und Wurzelwachstum. IAA 
kommt auch in niederen Pflanzen und Bakterien vor. So sind 80% der Bakterien, die aus 
Rhizosphären isoliert wurden, zur Produktion von IAA fähig (Zakharova et al., 1999). Solche 
IAA produzierenden Bakterien fördern das Pflanzenwachstum, weil das von ihnen 
freigesetzte IAA die Bildung von Wurzelhaaren fördert, wodurch die Nährstoffaufnahme der 
Pflanze aus dem Boden verbessert wird. Außerdem wird bei jungen Pflanzen durch die 
verstärkte Bildung von Lateralwurzeln die Verankerung im Boden verbessert (Patten et al., 
2002). IAA produzierende Mikroorganismen sind von großem Interesse für die 
Landwirtschaft, da sie als Phytostimulatoren wirken und die Erträge erhöhen. Auxine konnten 
schon in verschiedenen Rhizosphärenbakterien nachgewiesen werden, z.B. Azotobacter 
vinelandii und Azotobacter chroococum, Agrobacterium tumefaciens, Bradyrhizobium spp, 
Azospirillum spp. und Rhizobium spp (Martínez-Morales et al., 2003). 
Bakterien können IAA auf verschiedenen Wegen synthetisieren. Es gibt Tryptophan-
abhängige Synthesewege und Tryptophan-unabhängige. Phytopathogene Bakterien, wie 
Agrobacterium tumefaciens und Pseudomonas syringe, synthetisieren IAA ausgehend von 
Tryptophan über Indol-3-acetamid. Pflanzen stimulierende Bakterien benutzen vorrangig 
einen – ebenfalls Tryptophan-abhängigen – Syntheseweg über Indolpyruvat (Patten et al., 
2002). Warum Bakterien IAA synthetisieren, ist unklar. Eine Vermutung geht davon aus, dass 
die IAA-Synthese der Detoxifikation von Tryptophan dient (Zakharova et al., 1999). Eine 
andere Annahme ist, dass die IAA-Synthese der Partnerschaft zwischen Pflanze und 
EINLEITUNG 
 11 
Bakterium dient. Das Bakterium gibt IAA ab und fördert dadurch das Wurzelwachstum. 
Durch die so vergrößerte Wurzelmenge gibt die Pflanze mehr Exsudate ab, wodurch 
wiederum die Nährstoffversorgung der Bakterien verbessert wird (Patten et al., 2002). 
 
4. Das SONGLINES-Projekt 
 
Das SONGLINES-Projekt (Improving legume yield by bacterial delivery of phytohormones; 
http://cordis.europa.eu) ist ein derzeitig noch nicht abgeschlossenes EU-Projekt. Es befasst 
sich mit der Ertragssteigerung von Leguminosen, die hervorgerufen wird durch genetisch 
veränderte Rhizobien, die das Phytohormon Indol-3-essigsäure (IAA) produzieren und 
freisetzen. Rhizobien produzieren auch natürlicherweise IAA. Um die IAA-Produktion zu 
erhöhen, werden zusätzlich IAA-kodierende Gene in die Bakterien eingebracht, die unter der 
Kontrolle des Promotors rolA stehen. Dieser Promotor stammt aus Agrobacterium rhizogenes 
und kann nicht nur in Agrobakterien, sondern auch in frei lebenden Rhizobien und 
Bakteroiden die Genexpression steuern (Pandolfini et al., 2000). Die Aktivierung des 
Promotors erfolgt während der stationären Wachstumsphase und bei niedrigem pH. Das eine 
der beiden verwendeten IAA-kodierenden Gene, iaaM, stammt aus Pseudomonas syringae 
pv. Savastanoi und kodiert für eine Tryptophan-Monooxigenase. Dieses Enzym wandelt 
Tryptophan in Indol-3-acetamid um. Das zweite Gen, tms2, kodiert für eine Hydrolase, die 
Indol-3-acetamid in IAA umwandelt. tms2 stammt aus Agrobacterium tumefaciens. 
Abbildung A4.1 zeigt den beschriebenen IAA-Syntheseweg. 
 
Monooxigenase Hydrolase
 
Abbildung A4.1: IAA-Synthese aus Tryptophan über Indol-3-acetamid 
 
In dieser Arbeit wird im Rahmen des SONGLINES-Projektes der horizontale Gentransfer von 
Plasmiden untersucht, die diese IAA-kodierenden Gene enthalten. 
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5. Plasmide 
 
Plasmide sind extrachromosomale, doppelsträngige DNA-Moleküle, die nicht essentiell für 
ihre Wirtszelle sind und die sowohl in gramnegativen als auch in grampositiven Bakterien 
vorkommen können. In Eukaryoten treten sie nur selten auf (z.B. als 2-Mikrometer-Ring in 
Saccharomyces cerevisiae). Ihre Größe ist sehr unterschiedlich und reicht von etwa 1kb bis zu 
über 1000 kb (z.B. pSymB aus Sinorhizobium meliloti: 1683 kb, Acc.-Nummer NC_003078). 
Die meisten Plasmide liegen in zirkulärer Form vor, es wurden aber auch vereinzelt lineare 
Plasmide gefunden, z.B. in Streptomyces (Kinashi et al. 1987). Die Replikation der Plasmide 
erfolgt unabhängig von der des Bakterienchromosoms, ausgehend von der Region oriV 
(origin of replication). Für jedes Plasmid gibt es eine charakteristische Kopienzahl pro 
Wirtszelle, die abhängt vom Plasmid, von der Wirtszelle und von den jeweiligen 
Bedingungen. Man unterscheidet „low-copy“-Plasmide mit einer Kopienzahl bis etwa 20 und 
„high-copy“-Plasmide mit einer größeren Kopienzahl. Einige Plasmide haben einen engen 
Wirtsbereich („narrow host range“), d.h. sie können nur in einigen wenigen, nah verwandten 
Arten vorkommen. Im Gegensatz dazu können „broad host range“-Plasmide mit weitem 
Wirtsbereich in zahlreichen Arten existieren. Es kann auch vorkommen, dass ein Plasmid in 
einer Zelle zwar existieren kann, die darauf befindlichen Gene aber in der Zelle nicht 
exprimiert werden können (Ramos-Gonzales et al., 1991). Bestimmte Plasmidtypen können 
nicht gleichzeitig in einer Zelle vorkommen. Aufgrund dieser Inkompatibilität wurden die 
Plasmide in verschiedene „Inc-Gruppen“ eingeteilt. In gram-negativen Bakterien wurden 
bereits mehr als 25 verschiedene Inc-Gruppen identifiziert (Dröge et al., 1999). Da Plasmide 
aus Umweltproben aber häufig keiner der bestehenden Gruppen zugeordnet werden können, 
repräsentieren die vorhandenen Inc-Gruppen offenbar nur einen kleinen Anteil der tatsächlich 
existierenden Plasmide (Dahlberg et al., 1997). 
Plasmide können Gene enthalten, die ihrer Wirtszelle einen selektiven Vorteil gegenüber 
plasmidlosen Zellen verschaffen. Resistenzplasmide (R-Plasmide) z.B. enthalten Gene, die 
für Antibiotika- oder Schwermetallresistenzen kodieren.  
Die Symbiosefähigkeit der Rhizobien ist ebenfalls plasmidkodiert. Die dafür notwendigen 
Gene befinden sich auf großen „Megaplasmiden“, den so genannten „Sym-Plasmiden“. 
Einige Plasmide können durch Konjugation von einer Zelle in eine andere transferiert werden. 
Solche konjugativen Plasmide besitzen einen oriT (origin of transfer), Transfergene (tra) und 
Mobilisierungsgene (mob). Plasmide ohne tra-Gene sind nicht konjugativ, können aber mit 
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Hilfe eines konjugativen Plasmids „mobilisiert“ werden. Plasmide, denen sowohl die tra-
Gene als auch die mob-Gene fehlen, sind nicht konjugativ und nicht mobilisierbar (Ibelgaufts, 
1990). 
Würden die in einer Zelle vorhandenen Plasmide bei einer Zellteilung willkürlich auf die 
Tochterzellen verteilt, wäre es – zumindest bei Plasmiden mit einer geringen Kopienzahl –
wahrscheinlich, dass eine der Tochterzellen keine Kopie des Plasmids erhält und das Plasmid 
so verloren ginge. Deshalb gibt es verschiedene Mechanismen, die gewährleisten, dass 
Plasmide stabil in einer Zelllinie vererbt werden (Sørensen et al., 2005). Beim 
„postsegregational killing system“ (psk) werden plasmidfreie Zellen abgetötet. In 
Anwesenheit des Plasmids werden ein stabiles Toxin und ein instabiles Antitoxin 
synthetisiert. Erhält eine Tochterzelle bei einer Zellteilung kein Plasmid, bekommt sie mit 
dem Zytoplasma trotzdem Toxin und Antitoxin. Das Antitoxin wird abgebaut und das Toxin 
bewirkt den Tod der Zelle. Das „partitioning-system“ (par) bewirkt bei der Zellteilung eine 
Verteilung der Plasmide auf die Tochterzellen. Die plasmidkodierte ATPase ParA bindet an 
das ebenfalls plasmidkodierte ParB, welches an eine centromerähnliche Region auf dem 
Plasmid bindet. Nach der Replikation paaren sich die Plasmide (ähnlich den Chromosomen in 
der Mitose) in der Zellmitte und werden dann zu entgegen gesetzten Zellpolen bewegt. 
 
6. GFP 
 
Das Grün Fluoreszierende Protein (engl.: green fluorescent protein, kurz GFP) ist ein kleines 
Protein aus 238 Aminosäuren, welches verantwortlich ist für die grüne Biolumineszenz von 
Cnidariern (Spelling et al., 1996). Es wird sowohl durch blaues Licht als auch durch UV-
Licht zur Fluoreszenz angeregt. Sein Absorptionsmaximum liegt bei 395 nm, mit einem 
kleineren Peak bei 470 nm. Das Emissionsmaximum liegt im Grünen bei 509 nm (Chalfie et 
al., 1994). 
GFP wurde von Shimomura et al. (1962) zufällig bei der Reinigung von Aequorin aus der 
Qualle Aequorea victoria entdeckt. Streng genommen ist GFP das bisher einzige bekannte 
fluoreszierende Protein, weil sein Chromophor ein Abschnitt der Peptidkette und somit 
tatsächlich Teil des Proteins ist, während bei allen anderen „fluoreszierenden“ Proteinen die 
Chromophore als Cofaktoren gebunden sind. Das Chromophor wird gebildet aus den 
Aminosäuren 65 – 67 der Polypeptidkette (Serin, Tyrosin und Glycin), die modifiziert werden 
und ein p-Hydroxybenzylidenimidazolinon bilden (Tsien, 1998). GFP besteht aus einem 11-
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strängigen ß-"Faß", durch das mittig eine Alpha-Helix verläuft. Als Teil dieser Alpha-Helix 
sitzt das Chromophor genau in der Mitte.  
Das Protein ist äußerst stabil gegenüber Hitze (bis 65°C), Alkalien (bis pH 11), Detergenzien 
(1% SDS) und Fixierung mit Formaldehyd. Zur Synthese von GFP sind keine Enzyme aus 
Aequorea victoria erforderlich, so dass die Bildung von GFP speziesunabhängig ist. 
Dementsprechend konnte GFP schon in einer Reihe unterschiedlicher Organismen exprimiert 
werden, z.B. Escherichia coli, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, 
Saccharomyces cerevisiae, Pflanzen und Säugetieren (Spelling et al., 1996). Die einzige 
Voraussetzung zur Bildung von GFP ist Sauerstoff.  
GFP behält auch als Teil eines Fusionsproteins seine fluoreszierende Eigenschaft und kann 
sowohl am C-Terminus als auch am N-Terminus mit einer Vielzahl von Proteinen – löslichen 
wie membrangebundenen - gekoppelt werden (Tsien, 1998). Das Gen wurde inzwischen 
vielfach modifiziert, so dass Proteine entstanden, die in anderen Farben fluoreszieren, 
wodurch es z.B. möglich wurde, eine einzelne Zelle mehrfach zu markieren. Die 
verschiedenen GFP-Varianten unterscheiden sich in ihren Absorptions- und 
Emissionsspektren. Sie wurden entweder durch direkte Mutation der Serin – Tyrosin – Glycin 
– Sequenz geschaffen oder durch Mutation von Aminosäuren, die mit diesen interagieren 
(Ellenberg et al., 1999). Die Nutzungsmöglichkeiten von GFP sind sehr vielfältig, z.B.: 
- Messung  von Genexpressionen 
- Markierung und Lokalisierung von Proteinen 
- Markierung einzelliger Organismen 
- Markierung spezieller Zellen in mehrzelligen Organismen 
- Markierung mobiler genetischer Elemente zum Nachweis von horizontalem 
Gentransfer (HGT) 
 
In dieser Arbeit wird eGFP (enhanced green fluorescent protein) verwendet, um horizontalen 
Gentransfer nachzuweisen. Das Gen eGFP befindet sich unter Kontrolle des Promotors plac 
auf einem Plasmid im Donor. Gleichzeitig trägt der Donor chromosomal das Gen lacI, 
welches für den Repressor des plac kodiert. Dadurch wird die Expression des eGFP im Donor 
verhindert. Wird das Plasmid durch HGT in einen Rezipienten übertragen, kann dieser eGFP 
exprimieren, weil ihm der Repressor fehlt. Transkonjuganten können daher anhand ihrer 
grünen Fluoreszenz erkannt und vom Donor unterschieden werden. In Abbildung A6.1 ist das 
Prinzip schematisch dargestellt. 
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lacI plac eGFP
Repressor
keine Expression von eGFP im Donor
 keine Fluoreszenz
lacI chromosomal eGFPplac auf Plasmid
plac eGFP
Expression von eGFP im Rezipienten
 Fluoreszenz
eGFPplac auf Plasmid
Donor
Rezipient
kein lacI chromosomal
 
Abbildung A6.1: schematische Darstellung der Nutzung des eGFP in dieser Arbeit zur Identifikation von 
Transkonjuganten 
 
7. Zielsetzung der Arbeit 
 
In der vorliegenden Arbeit soll – im Rahmen des EU-SONGLINES-Projektes – untersucht 
werden, ob gentechnisch veränderte Rhizobien, deren genetische Modifikationen sich auf 
Plasmiden befinden, diese Plasmide durch Konjugation auf andere Arten übertragen können. 
Die gentechnische Modifikation ist eine so genannten „IAA-Kassette“, welche die Gene tms2 
und iaaM unter der Kontrolle des Promotors rolA enthält (s. Kapitel A, Einleitung, Punkt 4). 
Durch die IAA-Kassette produzieren diese Rhizobien größere Mengen des Phytohormons 
IAA als die Wildtypen, so dass eine Inokulation mit diesen genetisch veränderten Rhizobien 
das Wachstum der entsprechenden Wirtspflanzen fördert. 
Durch Kreuzungsversuche soll abgeschätzt werden, wie groß das Risiko ist, solche 
gentechnisch veränderten Rhizobien zur Wachstumsförderung in der Landwirtschaft 
einzusetzen.  
In der vorliegenden Arbeit werden die Plasmide pHReGFPplacIAA und pJPeGFPplacIAA 
konstruiert und ihre Transferierbarkeit im Vergleich zu den Ausgangsplasmiden 
pHReGFPplac (high copy) und pJPeGFPplac (low copy) untersucht (high-copy und low-
copy-Plasmide s. Kapitel A, Einleitung, Punkt 5).  
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Alle vier Plasmide sind mit dem Gen eGFP markiert, welches für ein grün fluoreszierendes 
Protein kodiert (s. Kapitel A, Einleitung, Punkt 6). Das Gen wird in den Transkonjuganten 
exprimiert, wodurch es möglich ist, sie zu identifizieren. 
Die Donorstämme werden mit einer Gentamycinresistenz markiert. Außerdem wird das Gen 
lacI in das Chromosom der Donorstämme integriert, um eine Expression des eGFP im Donor 
zu verhindern. Die beiden Gene aacC1 (Gentamycinresistenz) und lacI werden zuerst in das 
mcpD-Gen des Plasmids pK18mob mcpD3 integriert und von da aus über Doppel-Cross-Over 
in das mcpD-Gen im Chromosom des Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 eingefügt, 
der in den Kreuzungsexperimenten als Donor dienen soll. Das Genprodukt des mcpD ist nicht 
essentiell, und eine Zerstörung dieses Gens hat – soweit bisher bekannt – keine negativen 
Auswirkungen auf die Zelle (Yost et al., 1998). 
Als Rezipienten dienen Rhizobium tropici CIAT 899 und Sinorhizobium meliloti 2011. Beide 
sind mit Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 nah verwandt, so dass die Chance einer 
Plasmidübertragung aus VF39 in einen dieser Stämme besonders hoch ist. Zuerst werden 
Filterkreuzungen durchgeführt, anschließend Kreuzungen in sterilem Boden und zum Schluss 
Kreuzungen in der Rhizosphäre von Erbsenpflanzen. 
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B Material und Methoden 
 
1. Bakterienstämme 
Tabelle B1.1: verwendete Bakterienstämme 
 Bakterienstamm Genotyp Referenz 
Escherichia 
coli 
DH5α 
supE44∆, lacU169 (Φ80lacZ∆M15), 
hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-
1, relA1 
Hanahan, 1983 
S17-1 
E.coli294::[RP4 
2(Tc::Mu)(Km::Tn7)], pro, res, 
∆recA, TpR, ApS, KmS, TcS, SpcR 
Simon et al., 1983 
XL1-Blue 
recA, endA1, gyrA96, hsdR17, 
supE44, lac, [F´proAB, lacIqZ∆M15, 
Tn10(tetr), thi] 
Bullock et al., 1987 
DH5α(RP4-4) DH5α mit Plasmid RP4-4, Tc
R
, ApR, 
KmS 
Stammsammlung 
Bodenökologie 
Rhizobien 
Rhizobium 
leguminosarum bv. 
viciae VF39 
Wildtyp, SmR Priefer, 1989 
Rhizobium tropici 
CIAT 899 Wildtyp, Nx
R
 
Martinez-Romero et 
al., 1991 
Sinorhizobium meliloti 
2011 Wildtyp, Sm
R
 J. Dénarié, Toulouse 
 
2. Plasmide 
Tabelle B2.1: verwendete Plasmide 
Plasmid Genotyp/Eigenschaften Referenz 
pCR2.1 lacZα, Ap
R
, KmR, Klonier- und 
Sequenziervektor Invitrogen 
pHReGFPplac 
pBBR1-Derivat, broad host range,  
high copy, KmR bei E. coli,  
NmR bei Rhizobium 
Antoine, Locht, 1992 (pBBR1) 
C. Lantin, nicht publiziert, 
RWTH Aachen 2005 
pHReGFPplacIAA 
pBBR1-Derivat, broad host range,  
high copy, KmR bei E. coli,  
NmR bei Rhizobium 
diese Arbeit 
pJPeGFPplac RK2-Derivat, broad host range,  low copy, TcR 
C. Lantin, nicht publiziert, 
RWTH Aachen 2005 
pJPeGFPplacIAA RK2-Derivat, broad host range,  low copy, TcR diese Arbeit 
pk18mob mcpD3 KmR C. Lantin, nicht publiziert, RWTH Aachen 2005 
pk18mob mcpD3 genta KmR, GmR  diese Arbeit 
pk18mob mcpD3 genta 
lacI Km
R
, GmR diese Arbeit 
pRD20 SpR Gage et al., 1996 
pSLE85 pUC19-Derivat, ApR, CmR, GmR Muth et al., 1989 
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3. Nährmedien 
 
LB-Medium (Luria-Bertani Broth, nach Sambrook et al., 1989) 
10 g/l Trypton 
  5 g/l Yeast Extract 
  5 g/l NaCl 
 
TY-Medium (Tryptone-yeast-extract Medium, nach Beringer; 1974) 
   5 g/l Trypton 
   3 g/l Yeast Extract 
0,6 g/l CaCl2 
 
4. Zusätze zu Nährmedien 
 
Agar 
Zur Herstellung fester Nährmedien werden 13 g/l Agar zum jeweiligen Medium zugegeben. 
 
Antibiotika 
Um auf Zellen mit einer Resistenz gegenüber einem bestimmten Antibiotikum zu selektieren, 
wird das entsprechende Antibiotikum zum Medium zugegeben. 
Tabelle B4.1: verwendete Antibiotika 
Antibiotikum Abkürzung Endkonzentration für E.coli (µg/ml) 
Endkonzentration für 
Rhizobium (µg/ml) 
Gentamycin Gm 10 20 
Kanamycin Km 25 - 
Nalidixinsäure Nx 20 20 
Neomycin Nm - 80 
Spectinomycin Sp 450 450 
Streptomycin Sm - 300-600 
Tetracyclin Tc 10 10 
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weitere Zusätze 
Tabelle B4.2: weitere Zusätze zu Nährmedien 
Substanz Lösungsmittel Endkonzentration (µg/ml) 
X-Gal 
(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-
galactosid) 
N-N-Dimethylformamid 40µg/ml 
IPTG 
(Isopropyl-ß-thiogalactosid) Wasser 40µg/ml 
 
5. Bakterienanzucht und Aufbewahrung 
 
Die Anzucht von E. coli erfolgt, indem eine Einzelkolonie auf LB-Agar ausgestrichen und 
über Nacht bei 37°C in einem Brutschrank inkubiert wird.  
Flüssigkulturen werden angezogen, indem eine Kolonie in 10 ml LB-Medium in einem 
Röhrchen suspendiert wird. Die Inkubation erfolgt auf einem Reagenzglasroller. 
Die Anzucht von Rhizobien erfolgt bei 28°C auf TY-Agar bzw. in TY-Medium, ansonsten 
aber wie bei E. coli. 
Falls die Zellen, die angezogen werden sollen, eine Resistenz gegen ein Antibiotikum 
aufweisen, wird das entsprechende Antibiotikum dem Medium zugegeben, um auf die 
gewünschten Zellen zu selektieren. 
Zur längerfristigen Aufbewahrung von Bakterienstämmen werden Glycerinkulturen angelegt. 
Dazu werden 0,5 ml Medium (LB für E. coli, TY für Rhizobien) mit 0,6 ml 87% (v/v) 
Glycerin vermischt und von einer Agarplatte eine volle Impföse Bakterien darin suspendiert. 
Die Glycerinkulturen werden bei -20°C gelagert. 
 
6. Messung der optischen Dichte von Bakterienkulturen 
 
Die optische Dichte (o.D.) von Bakterienkulturen wird in einem Photometer bei einer 
Wellenlänge von λ = 580 nm gemessen. Dabei werden sowohl lebende als auch tote Zellen 
erfasst. Als Referenz dient jeweils steriles Medium. 
Eine o.D.580 von 0,1 entspricht bei E. coli einem Titer von 2 x 107 Zellen/ml und bei R. 
leguminosarum bv. viciae einer Zellzahl von 1 x 108 Zellen/ml. 
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7. Salkowski-Test 
 
Dieser nach seinem Entdecker benannte Test dient unter anderem dem Nachweis von Indol-3-
Essigsäure (IAA). In dieser Arbeit wird der Test benutzt, um die Auxinproduktion von 
Bakterien nachzuweisen. Die Bakterien scheiden die von ihnen produzierten Auxine aus. 
Wird Salkowski-Reagenz zu diesem Medium zugegeben, bilden die Eisenionen aus dem 
Reagenz mit den ausgeschiedenen Auxinen im Medium rot gefärbte Komplexe. Je mehr 
Auxine im Medium vorhanden sind, desto kräftiger wird die Rotfärbung des Ansatzes. Der 
Test wird nach der Beschreibung von Glickmann und Dessaux (1995) durchgeführt. 
- 1 ml der Flüssigkultur wird abzentrifugiert und der Überstand in ein 2-Milliliter-
Eppendorfgefäß überführt.  
- Dazu wird 1 ml Salkowski-Reagenz gegeben und der Ansatz 30 Min lang im 
Dunkeln stehen gelassen.  
 
Lösung für Salkowski-Test 
 
Salkowski-Reagenz 
FeCl3    0,45 g 
H2SO4 konz.   60 ml 
A.dest   ad 100 ml 
Das FeCl3 wird in einer Schottflasche in 40 ml A. dest gelöst. Dann wird die Flasche 
auf Eis gestellt und unter Rühren werden langsam 60 ml konzentrierte H2SO4 
zugefügt. Endkonzentration: 57,6%  
 
8. Plasmidmobilisierung aus S17-1 nach Rhizobien 
(nach Simon et al., 1983) 
 
Um Plasmide in Rhizobien zu übertragen, wird als Donor der E. coli-Stamm S17-1 
verwendet. Dieser Stamm trägt ein Derivat des Plasmids RP4 in seinem Chromosom. Darauf 
sind tra-Gene enthalten, die dem Stamm die Fähigkeit verleihen, Plasmide zu mobilisieren. 
Das zu transferierende Plasmid muss eine entsprechende Mobilisierungsstelle (mob-site) 
besitzen (s. Kapitel A Einleitung, Punkt 5). Die Plasmidmobilisierung erfolgt durch 
Filterkreuzung, weil dadurch eine hohe Zelldichte gewährleistet ist.  
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- Donor- und Rezipientenstamm werden über Nacht in geeignetem selektivem 
Medium bis zu einer o.D.580 von 0,5-0,7 angezogen. 
- Sterile Nitrozellulosefilter mit 1,3 cm Durchmesser und einer Porengröße von 0,22 
µm werden auf TY-Platten gelegt. 
- 0,5 ml der Donorkultur (S17-1) und 1 ml der Rezipientenkultur werden zusammen 
in ein Eppendorfgefäß pipettiert und 1 Min bei 13000 rpm zentrifugiert. 
- Der Überstand wird verworfen und das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert, 
anschließend erneut 1 Min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Überstand wieder 
verworfen. 
- Das Pellet wird im Rücklauf vorsichtig resuspendiert und auf die 
Nitrozellulosefilter pipettiert. Die Platten werden über Nacht bei 28°C inkubiert. 
- Dann werden die Filter in ein Eppendorfgefäß mit 1 ml TY-Medium gegeben und 
die Bakterien durch kräftiges Vortexen vom Filter gelöst 
- Es wird eine Verdünnungsreihe angelegt, und geeignete Verdünnungen werden auf 
selektiven Agar-Platten ausgestrichen. 
- Die Platten werden 3-5 Tage lang bei 28°C inkubiert. 
 
9. Isolation von Gesamt-DNA aus Bakterien (CTAB-Methode) 
 
- 1,5 ml einer Bakterienkultur (o.D.580 0.6 – 0.8) werden für 2 Min bei 12000 rpm 
abzentrifugiert. 
- Das Pellet wird in 500µl TE-Puffer resuspendiert 
- Die Lyse der Zellen erfolgt nach Zugabe von 30 µl 10% SDS und 3 µl Proteinase 
K-Lösung (20 mg/ml TE) während einer einstündigen Inkubation bei 37°C. 
- Anschließend werden 100 µl 5 M NaCl, 80 µl CTAB/NaCl (10%/0,7 M) und 20 µl 
RNase (10 mg/ml) zugegeben und gründlich gemischt, aber nicht gevortext. 
- Dann wird 10 Min bei 65°C inkubiert. 
- Es werden 650 µl Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) dazu pipettiert, gründlich 
gemischt und 10 Min bei 13000 rpm zentrifugiert. 
- Die wässrige Phase (oben) wird in ein neues Eppendorfgefäß transferiert, 600 µl 
Phenol/Chloroform (1:1) zugegeben, gemischt und erneut 10 Min bei 13000 rpm 
zentrifugiert. 
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- Die wässrige Phase (oben) wird wieder in ein neues Eppendorfgefäß transferiert,     
500 µl Isopropanol zugegeben und gut gemischt. Die DNA fällt aus und wird 
sichtbar. 
- Es wird 5 Min bei 13000 rpm abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das 
Pellet zweimal mit je 500 µl 70% (v/v) Ethanol gewaschen. 
- Anschließend werden der Überstand verworfen und der Rücklauf entfernt.  
- Das Pellet wird bei 65°C getrocknet und in 100µl TE oder H2O (steril) 
resuspendiert. 
- Die DNA wird bei 4°C gelagert. 
 
Puffer und Lösungen zur Isolation von Gesamt-DNA (CTAB-Methode) 
 
SDS-Lösung (10%) 
10 g SDS in 100 ml A.dest lösen und autoklavieren 
 
CTAB/NaCl-Lösung 
NaCl   0,7 M   (4,10 g/100 ml) 
CTAB   10% w/v  (10 g/100 ml) 
NaCl in 70 ml A.dest lösen und CTAB unter langsamem Rühren zugeben 
Bei 65°C vollständig lösen und dann auf 100 ml mit A.dest auffüllen 
 
TE-Puffer 
Tris-HCL  10 mM 
EDTA   1 mM 
 
10. Isolation von Plasmid-DNA 
 
Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgt mit Hilfe des Kits „NucleoSpin® Plasmid“ von 
Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers (Plasmid DNA Purification User manual 
March 2005/Rev. 02). Das Kit wird sowohl zur Isolation von low-copy-Plasmiden als auch 
zur Isolation von high-copy-Plasmiden verwendet, wobei für letzteres eine entsprechend 
höhere Zellzahl eingesetzt wird. 
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11. Enzymatische Reaktionen 
 
Die verwendeten Enzyme sowie die dazugehörigen Puffer werden von der Firma 
FERMENTAS GMBH bezogen. 
Tabelle B11.1: verwendete Enzyme 
Enzym Verwendung 
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) Dephosphorylierung 
Klenow Fragment Auffüllen von 5´- Überhängen 
Restriktionsenzyme Restriktion 
T4 DNA Ligase Ligation 
T4 DNA Polymerase Entfernen von 3´- Überhängen 
 
11.1 Restriktionsverdau 
Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die kurze, spezifische DNA-Sequenzen erkennen 
und die DNA durch Spaltung von Phosphodiesterbindungen zerschneiden. Die 
Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme sind Palindrome, d.h. Sequenzen, die aus 
beiden Richtungen gelesen die gleiche Basenfolge aufweisen. Meist sind die 
Erkennungssequenzen 4-6 Basenpaare lang. Die Aufgabe der Restriktionsenzyme im 
Bakterium ist es, die Zelle vor eingedrungener artfremder DNA zu schützen. Die zelleigene 
DNA ist methyliert und dadurch vor dem Abbau geschützt. 
Es werden drei Typen von Restriktionsendonukleasen unterschieden. Enzyme des Typs 1 
erkennen definierte Sequenzen, schneiden die DNA aber an zufälligen Stellen, die vom 
Erkennungsort bis zu 1000 bp entfernt liegen. Enzyme des Typs 2 schneiden die DNA an der 
Erkennungsstelle. Enzyme des Typs 3 spalten die DNA ca. 20-25 Basenpaare von der 
Erkennungsstelle entfernt. In der Molekularbiologie werden vor allem Restriktionsenzyme 
des Typs 2 verwendet. Für die Aktivität dieser Enzyme sind Mg2+ - Ionen essentiell. 
Je nach Restriktionsenzym entstehen an den Schnittstellen glatte (blunt ends) oder 
überhängende Enden (sticky ends). Bei den überhängenden Enden werden 3´- und 5´- 
Überhänge unterschieden. 
Die Restriktionsansätze werden pipettiert und eine Stunde lang inkubiert, meistens bei 37°C 
(je nach Enzym). Danach werden die Restriktionsenzyme inaktiviert, was entweder durch 
Einfrieren über Nacht oder durch 20-minütiges Erhitzen auf 65°C geschehen kann. Falls die 
Ansätze direkt nach dem Verdau komplett auf ein Agarosegel aufgetragen werden, ist eine 
Inaktivierung nicht nötig. 
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Beispiel für einen Restriktionsansatz: 
Plasmid-DNA    2,5 µl 
Puffer (10x)        2 µl 
Enzym        1 µl 
H2O   14,5 µl 
   ——— 
Σ 20 µl 
 
Tabelle B11.1.1: verwendete Restriktionsenzyme 
Restriktionsenzyme Erzeugte Enden 
Acc65I 5´- Überhänge 
Alw441 5´- Überhänge 
BglII 5´- Überhänge 
Bst1107I glatte Enden 
DraI glatte Enden 
Ecl136II glatte Enden 
EcoRI 5´- Überhänge 
HindIII 5´- Überhänge 
KpnI 3´- Überhänge 
NcoI 5´- Überhänge 
NotI 5´- Überhänge 
PstI 3´- Überhänge 
SalI 5´- Überhänge 
ScaI glatte Enden 
SspI glatte Enden 
XhoI 5´- Überhänge 
 
11.2 Auffüllen von 5´- Überhängen 
Manche Restriktionsenzyme erzeugen beim Schneiden von DNA 3´- oder 5´- Überhänge. 
Solche überhängenden Enden müssen entfernt werden, wenn zwei DNA-Fragmente ligiert 
werden sollen, deren Enden nicht komplementär sind. 5´- Überhänge können mit dem 
Klenow-Fragment aufgefüllt werden, einem Fragment der DNA-Polymerase I von E. coli. Es 
hat 5´ 3´ Polymeraseaktivität und 3´ 5´ Exonukleaseaktivität, aber ihm fehlt die 5´ 3´ 
Exonukleaseaktivität der DNA-Polymerase I. Durch die 5´ 3´ Polymeraseaktivität können 
5´- Überhänge aufgefüllt und glatte Enden erzeugt werden.  
Mit Hilfe dieser Reaktion können außerdem auch Erkennungsstellen für Restriktionsenzyme 
zerstört oder durch Zugabe radioaktiv markierter Nukleotide DNA-Stränge markiert werden. 
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- Die DNA wird mit einem Restriktionsenzym verdaut, welches 5´-Überhänge 
erzeugt. 
- Das Restriktionsenzym wird durch 20-minütiges Erhitzen auf 65°C inaktiviert. 
- Der Ansatz für die Auffüllreaktion wird pipettiert und 10 Min lang bei 37°C 
inkubiert. 
- Durch Erhitzen auf 70°C für 15 Min wird die Reaktion gestoppt. 
 
Beispiel eines Fill-in Ansatzes: 
Restriktionsansatz   39,5 µl  
Klenow-Puffer (10x)        5 µl  
dNTP-Mix (2mM)         1,5 µl  
Klenow-Fragment          4 µl (1-5 Units) 
                                        ——— 
Σ 50 µl 
 
11.3 Entfernen von 3´- Überhängen 
Störende 3´-Überhänge werden mit der T4 DNA Polymerase entfernt. Dieses Enzym besitzt 
sowohl eine 5´ 3´ Polymeraseaktivität als auch eine 3´ 5´ Exonukleaseaktivität, aber ihm 
fehlt eine 5´ 3´ Exonukleaseaktivität.  
 
- Der Reaktionsansatz wird pipettiert und 5 Min lang bei Raumtemperatur inkubiert. 
- Durch Erhitzen auf 70°C für 10 Min wird die Reaktion gestoppt. 
 
Beispiel eines Ansatzes: 
Restriktionsansatz   29,5 µl  
Puffer (5x)             8 µl  
dNTP-Mix (2mM)             2 µl  
T4 DNA Polymerase             0,5 µl (2-3 Units) 
                                      ——— 
Σ 40 µl 
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11.4 Dephosphorylierung 
Bevor ein durch Restriktionsverdau linearisiertes Plasmid durch Ligation mit einem Insert 
verbunden werden kann, sollte das Plasmid dephosphoryliert werden. Dadurch wird eine 
Religation des Plasmids verhindert und die Wahrscheinlichkeit erhöht, dass bei der folgenden 
Ligation das Insert in das Plasmid eingebaut wird. Zur Dephosphorylierung wird die CIAP 
(Calf Intestine Alkaline Phosphatase) der Firma Fermentas verwendet. 
 
Schema eines Dephosphorylierungsansatzes: 
verdautes Plasmid (Restriktionsansatz) X µl 
nukleasefreies H2O         ad 49 µl 
CIAP       1 µl (1Unit) 
                                                         ——— 
       Σ 50 µl 
 
Die Zugabe von Puffer ist nicht notwendig, weil im Restriktionsansatz schon 
Restriktionspuffer enthalten ist, in welchem die Phosphatase auch funktionsfähig ist. 
Zur Dephosphorylierung wird 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Da die Phosphatase nur 
schwer inaktivierbar ist, wird der gesamte Ansatz in einem Agarosegel aufgetrennt und die 
dephosphorylierte DNA anschließend aus dem Gel extrahiert. 
 
11.5 Ligation 
Bei einer Ligation werden zwei lineare DNA-Moleküle durch eine Ligase miteinander 
verbunden. Voraussetzung dafür ist, dass die Enden der beiden Fragmente entweder 
komplementäre Überhänge bilden oder glatte Enden aufweisen. In dieser Arbeit wird die T4 
DNA Ligase verwendet, die gegenüber anderen Ligasen den Vorteil hat, dass sie sowohl 
„sticky ends“ als auch „blunt ends“ ligieren kann. Die T4 DNA Ligase bildet 
Phosphodiesterbindungen zwischen dem 5´-Phosphat-Ende eines Nukleotids und dem 3´-OH-
Ende eines anderen Nukleotids und verbindet so die beiden DNA-Moleküle. Sie wird aus E. 
coli-Zellen gewonnen, die zuvor mit dem Bakteriophagen T4 infiziert wurden.  
Fragmente mit „sticky ends“ werden mit einer höheren Effizienz verknüpft als solche mit 
glatten Enden, weil zwischen den komplementären, überhängenden Enden 
Wasserstoffbrücken ausgebildet werden, die stabilisierend wirken. Bei glatten Enden kann die 
Ligationseffizienz durch Zugabe von PEG erhöht werden. Das Verhältnis von Insert-DNA 
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und Vektor-DNA sollte bei der Ligation 3:1 sein. Die Ligation erfolgt über Nacht bei 
Raumtemperatur. 
Grundschema eines Ligationsansatzes: 
 
Vektor-DNA    Xµl 
Insert-DNA   Yµl 
Ligationspuffer (10x)  2µl 
T4 DNA Ligase   2µl (2Units) 
A. dest.   ad 20µl 
 
    
12. Agarose-Gelelektrophorese  
 
Die Agarose-Gelelektrophorese dient dazu, DNA-Fragmente nach ihrer Größe aufzutrennen. 
In einem elektrischen Feld bewegen sich die DNA-Moleküle wegen ihrer negativen Ladung 
zur Anode (Pluspol). Das Gel besteht aus Puffer, in dem durch Aufkochen Agarose gelöst 
wird. Nach dem Abkühlen bildet das Gel eine Art Netz. Je kleiner die Moleküle sind, desto 
schneller bewegen sie sich durch die Poren des Gels. Zusätzlich wird die 
Wandergeschwindigkeit der DNA beeinflusst durch die Porengröße des Gels, die Stärke der 
angelegten Spannung und den Puffer. 
Je höher die Agarosekonzentration des Gels ist, desto kleiner sind die Poren und umso 
kleinere DNA-Fragmente lassen sich auftrennen. Nach der Elektrophorese wird das Gel mit 
Ethidiumbromid gefärbt, einer interkalierenden Substanz, die sich in die DNA-Stränge 
einlagert und unter UV-Licht fluoresziert, so dass die DNA-Banden im Gel unter diesem 
Licht sichtbar werden.  
 
- 1% (w/v) Agarose wird in 1 x TAE-Puffer aufgekocht. 
- Das flüssige „Gel“ wird auf dem Rührer auf ca. 60°C abkühlen gelassen und 
dann möglichst blasenfrei in eine Gelkammer gegossen, die vorher mit einem 
Kamm versehen wurde. Der Kamm bildet die Taschen des Gels, die später mit 
DNA-Proben gefüllt werden. 
- Nach dem Erstarren wird das Gel mit TAE-Puffer überschichtet und erst danach 
der Kamm entfernt. Dadurch wird ein Kollabieren der Taschen verhindert. 
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- Die Proben werden vor dem Auftragen mit Ladepuffer versetzt. Dieser bewirkt 
durch Glycerin ein Absinken der Proben in die Geltaschen und macht durch 
Bromphenolblau die Lauffront sichtbar. 
- Die Elektrophorese erfolgt bei 75 Volt. 
- Dann wird das Gel ca. 10 Min in einem Ethidiumbromidbad gefärbt und 
anschließend kurz in einem Wasserbad geschwenkt. 
- Die Dokumentation erfolgt mit Hilfe des ImaGo Compact Imaging System der 
Firma B&L System. 
 
Puffer und Lösungen für Agarose-Gelelektrophorese 
 
TAE-Puffer (50 x) 
Tris    2 M   (242,28 g/l) 
EDTA   0,05 M (18,61 g/l) 
Essigsäure   1 M   (0,05 g/l) 
 
Ethidiumbromid-Färbelösung 
Ethidiumbromid 1 mg/l 
A. dest   ad 1000 ml 
 
13. Abschätzung der Größe von DNA-Fragmenten 
 
Um die Größe der DNA-Fragmente abschätzen zu können, lässt man DNA-Fragmente 
bekannter Größe oder einen Längenstandard im Gel mitlaufen. Die Banden der Proben 
werden verglichen mit den Banden, deren Größe bekannt ist. Dadurch kann die Länge der 
DNA-Fragmente aus den Proben abgeschätzt werden.   
Die verwendeten Standards (Gene Ruler 1kb DNA Ladder und λ DNA/HindIII + EcoRI) und 
der Ladepuffer für Agarose-Gelelektrophoresen werden von der Firma FERMENTAS GMBH 
bezogen. 
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14. Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Die gewünschte DNA-Bande wird unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Agarosegel 
ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefäß gegeben. 
Die Extraktion der DNA aus dem Gel erfolgt mit Hilfe des „Invisorb Spin DNA Extraction 
Kit“ von Invitek nach Angaben des Herstellers (Manual Invisorb Spin DNA Extraction Kit 
for extraction of DNA-fragments from agarose gels > 80 bp up to 30 kb August 2002).  
Das Gelstückchen, in dem sich die DNA befindet, wird bei 50°C und hohen 
Salzkonzentrationen gelöst, so dass die DNA frei wird. Die Isolation der DNA basiert auf 
dem Prinzip der Adsorptionschromatographie. Dabei bindet die DNA bei hohen 
Salzkonzentrationen an die Silikat-Membran der Säule. Nach zweimaligem Waschen wird die 
DNA bei niedrigen Salzkonzentrationen von der Säule eluiert. 
 
15. Herstellung kompetenter Zellen 
 
Kompetenz ist die Fähigkeit einer Zelle, freie DNA aufzunehmen. Damit ist Kompetenz 
Voraussetzung für die Tansformierbarkeit von Bakterien. Manche Bakterienarten, wie z. B. 
Bacillus subtilis, zeigen eine natürliche Kompetenz. Das Genom dieser Bakterien verfügt über 
bestimmte Gene, deren Genprodukte verantwortlich sind für die Erkennung freier DNA, die 
Aufnahme dieser DNA in die Zelle und ihre Integration ins Genom. 
E. coli dagegen besitzt keine Kompetenzgene und demzufolge auch keine natürliche 
Kompetenz. Es gibt jedoch mehrere Möglichkeiten, Zellen künstlich kompetent zu machen, 
z.B. durch Elektroporation oder durch Behandlung mit Rubidiumchlorid (RbCl2) oder 
Calciumchlorid (CaCl2). Warum diese Behandlungen zur Kompetenz führen, ist nicht 
bekannt. Es wird aber vermutet, dass dadurch membrangebundene Nukleasen inaktiviert 
werden. Die eigentliche Aufnahme der DNA wird durch einen kurzen Hitzeschock der Zellen 
bewirkt. In dieser Arbeit werden die E. coli-Zellen durch Behandlung mit RbCl2 kompetent 
gemacht. 
 
- Über Nacht werden Flüssigkulturen angezogen (Vorkulturen), aus denen 
morgens die Hauptkulturen bis zu einer o.D.580 von 0,4-0,7 angezogen werden. 
- Die Zellen werden 10 Min bei 4000 rpm und 4°C abzentrifugiert. 
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- Der Überstand wird verworfen, das Pellet (Bakterienzellen) in 30 ml gekühltem 
TfBI-Puffer vorsichtig resuspendiert und 30 Min auf Eis inkubiert. 
- Die Zellen werden erneut abzentrifugiert (s.o.), der Überstand wird verworfen 
und das Pellet in 4 ml gekühltem TfBII-Puffer resuspendiert. 
- Aliquots von je 200 µl werden in Eppendorfgefäße pipettiert und sofort in 
flüssigem Stickstoff eingefroren. 
- Die nun kompetenten Zellen werden bei -80°C gelagert. 
 
Puffer zur Herstellung kompetenter Zellen 
 
TfBI 
Kaliumacetat  30 mM 
MnCl2   50 mM 
RbCl   100 mM 
CaCl2   10 mM 
Glycerin  15% (v/v) 
pH 5,8 einstellen, steril filtrieren und bei 4°C lagern 
 
TfBII 
RbCl   10 mM 
CaCl2   75 mM 
MOPS   10 mM 
Glycerin  15% (v/v) 
pH 6,8 einstellen, steril filtrieren und bei 4°C lagern 
 
16. Transformation kompetenter Zellen 
 
Transformation bedeutet, dass Bakterienzellen freie DNA aus dem Medium aufnehmen. 
 
- ein Aliquot kompetente Zellen (s.o.) wird auf Eis aufgetaut, mit 5 µl eines 
Ligationsansatzes (oder 2 µl Plasmid-DNA) vorsichtig gemischt und 30 Min 
lang bei 4°C (auf Eis) inkubiert. 
- Es folgt ein einminütiger Hitzeschock bei 43°C im Wasserbad. 
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- Dann wird 1 ml LB-Medium dazu pipettiert und das Ganze eine Stunde lang bei 
37°C inkubiert. 
- 100 µl der Transformationsansätze werden auf geeigneten antibiotikahaltigen 
LB-Platten ausplattiert. Der Rest der Ansätze wird bei 12000 rpm 1 Min lang 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wird im Rücklauf 
resuspendiert und ebenfalls ausplattiert. 
- Die Platten werden über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
17. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, mit der DNA-Sequenzen amplifiziert 
(d.h. vervielfältigt) werden können. Dazu werden zwei Primer benötigt, d.h. zwei 
Oligonukleotide, die in ihrer Sequenz komplementär zu den Sequenzen sind, die den 
gewünschten DNA-Bereich flankieren. Die Primer sind notwendig, weil die Polymerase, die 
jeweils den neuen DNA-Strang synthetisiert, ein freies 3´-OH-Ende benötigt, um neue 
Nukleotide anheften zu können. Für die PCR ist eine hitzestabile Polymerase nötig, weil sie 
sonst bei der Denaturierung der DNA ebenfalls denaturieren und damit funktionslos würde. 
Normalerweise wird die Taq-Polymerase verwendet, die ursprünglich aus dem 
Mikroorganismus Thermus aquaticus isoliert wurde. Da dieses Bakterium in heißen Quellen 
lebt, ist seine Polymerase hitzestabil.  
Die PCR besteht aus mehreren Schritten. Zuerst wird die DNA bei 94°C für drei bis fünf 
Minuten denaturiert. Dabei werden die beiden Stränge eines Doppelstranges von einander 
getrennt. Danach erfolgt die Anlagerung der Primer, das so genannte Annealing. Die 
Temperatur dieses Schrittes richtet sich nach den Schmelztemperaturen der verwendeten 
Primer. Sie liegt ca. zwei Grad unter der niedrigeren der beiden Schmelztemperaturen. Dieser 
Schritt dauert 30-45 Sekunden. Der dritte Schritt ist die Elongation, d.h. die Verlängerung des 
neuen DNA-Stranges. Die Temperatur beträgt 72°C (Optimum für die Taq-Polymerase). Die 
Dauer richtet sich nach der Länge des Templates (DNA-Strang, der als Vorlage dient), wobei 
pro 1000 bp eine Minute gerechnet wird. Nach diesem Schritt beginnt der Zyklus von vorne. 
Es folgen wieder nacheinander Denaturierung (ab der zweiten Runde nur noch für 30-45 
Sekunden), Annealing und Elongation. Insgesamt besteht die PCR normalerweise aus 30-35 
Zyklen. Da die Anzahl der DNA-Stränge bei jedem Zyklus verdoppelt wird, erhält man 
theoretisch nach n Zyklen 2n DNA-Stränge. Weil jeder neu synthetisierte DNA-Strang im 
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nächsten Zyklus als Template dient, werden Fehler, die durch den Einbau eines falschen 
Nukleotids entstanden sind, ebenfalls vervielfältigt. Deshalb ist eine zu große Anzahl an 
Zyklen nicht zu empfehlen. Die letzte Elongation dauert fünf bis sieben Minuten. 
Anschließend werden die Proben auf 4°C gekühlt. Die PCR-Produkte werden in einer 
Agarose-Gelelektrophorese überprüft. 
Tabelle B17.1: allgemeiner Ablauf einer PCR 
Zyklus Schritt Temperatur Dauer 
erster Zyklus Erste Denaturierung 94°C 3-5 Minuten 
30-35 Zyklen  
Denaturierung 94°C 30-45 Sekunden 
Annealing 
variabel, je nach 
Schmelztemperatur der 
Primer 
30-45 Sekunden 
Elongation 72°C 1 Minute/1000 bp 
letzter Zyklus Endverlängerung 72°C 5-7 Minuten 
 
Pipettierschema für PCR mit „REDTaqTM ReadyMixTM PCR Reaction Mix“ der Firma Sigma
    
PCR-Mix   6 µl 
A.bidest 4 µl 
Template-DNA 1 µl 
Primer 1 0,5 µl 
Primer 2 0,5 µl 
   ——— 
   Σ 12 µl 
  
Der hier verwendete PCR-Mix enthält Taq-Polymerase, MgCl2, die vier verschiedenen 
dNTPs, Reaktionspuffer und einen rot gefärbten Ladepuffer für die spätere Gelelektrophorese.  
Die PCR werden in dem Thermocycler „Thermo-TRIOTM“ der Firma Biometra durchgeführt. 
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18. Primer 
Tabelle B18.1: verwendete Primer 
amplifizierte DNA-
Fragmente 
Name des 
Primers Sequenz 5´ 3´ Bezugsquelle 
mcpD mcpD for2 
CAT GAC CGC CCT TGC AAA 
CTC metabion 
mcpD rev2 GCA GCC GCG ACC GCT TCG A metabion 
lacI 
lacI for CAT TGT ACA GGC AGC GGA AAA GCA 
MWG Biotech 
AG 
lacI rev ATT TGT ACA TTA ATT GCG TTG CGC TCA 
MWG Biotech 
AG 
iaaM 
iaaM for ATG TAT GAC CAT TTT AA MWG Biotech AG 
iaaM rev TTA ATA GCG ATA GGA GG MWG Biotech AG 
rolA rolA for ATC CGG GTA CCG TGA GTG MWG Biotech AG 
tms2 
tms2 for CCT CGT TAG CCC AAA GCC TA MWG Biotech AG 
tms2 rev AGG AGT GGC GGG CCA GTT CA 
MWG Biotech 
AG 
lacZ (mit Insert) in 
pCR2.1 
M13 forward CTG GCC GTC GTT TTA C Invitrogen 
 
M13 reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC Invitrogen  
 
 
19. TOPO-Klonierung 
 
PCR-Produkte werden mit Hilfe des Kits „The Original TA Cloning® Kit“ von Invitrogen 
kloniert. Die Durchführung kann dem Handbuch des Herstellers (TA Cloning® Kit, Version 
W, 15 February 2006) entnommen werden.  
Bei einer PCR produziert die Taq-Polymerase während der Endverlängerung 3´-
Desoxyadenosin-Überhänge an den PCR-Produkten, da sie eine Adenosin-Transferase-
Aktivität besitzt. Der pCR2.1® -Vektor des Kits ist linear und besitzt an seinen Enden 3´-
Desoxy-Thymidin-Überhänge, die komplementär sind zu den Überhängen der PCR-Produkte. 
Die PCR-Produkte werden durch Ligation nach Angaben des Herstellers in den Vektor 
inseriert. Um den Vektor samt Insert zu vermehren, wird er in den E. coli-Stamm XL1-Blue 
transformiert. Über Blau-Weiß-Selektion werden dann die Zellen identifiziert, die das Insert 
im Vektor tragen. 
Das Insert wird an einer Stelle innerhalb des lacZ-Gens in den Vektor integriert, so dass 
dieses Gen bei Vektoren mit Insert defekt ist. Zellen, die dieses Konstrukt enthalten, können 
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deshalb das Genprodukt des lacZ-Gens, die β-Galaktosidase, nicht synthetisieren. Diese 
Zellen sind daher auch nicht in der Lage das Substrat der β -Galaktosidase (X-Gal) zu einem 
blauen Farbstoff zu spalten. Zellen mit dem Konstrukt bilden auf Platten mit X-Gal also 
weiße Kolonien, während Zellen ohne das Konstrukt blaue Kolonien bilden. 
 
20. Sequenzierung 
 
Sequenzierungen werden durchgeführt von 4base-lab in Reutlingen, Baden-Württemberg. 
Die erhaltenen Sequenzen werden mit der Software Chromas bearbeitet und mit Hilfe von 
BLAST mit der gewünschten Sequenz verglichen. 
 
21. Eckhardt-Lyse (modifiziert nach Eckhardt, 1978) 
 
Die Eckhardt-Lyse ist eine einfache und schnelle Methode, um den Plasmidgehalt (Anzahl 
und Größe) von Bakterien zu analysieren. Dabei werden auch die Megaplasmide mit erfasst, 
die aufgrund ihrer Größe sonst nur schwer zu erfassen sind. Die Bakterienzellen werden bei 
dieser Methode erst in den Taschen des Agarosegels lysiert. Das hat den Vorteil, dass die 
DNA nach der Lyse nicht mehr pipettiert werden muss und deshalb keinen Scherkräften mehr 
ausgesetzt wird, welche sie beschädigen könnten. Die Lyse erfolgt durch Lysozym und SDS 
(Natriumdodecylsulfat). Während der nachfolgenden Elektrophorese werden die Plasmide 
ihrer Größe entsprechend aufgetrennt, wobei kleinere Plasmide im Gel weiter wandern als 
größere. Die Bakterienchromosomen bleiben bei der Elektrophorese in den Geltaschen 
zurück, da sie zu groß sind, um durch das „Gitter“ des Gels zu wandern.  
21.1 Herstellung des Gels 
- 0,7 g Agarose werden in 100 ml TB-Puffer aufgekocht (0,7 % (w/v) Agarose). 
- Nachdem das Gel auf dem Rührer auf ca. 60°C abgekühlt ist, werden 2 ml einer 
10%igen SDS-Lösung vorsichtig am Rand hineinlaufen gelassen. 
- Das Gel wird in eine Gelkammer gegossen, in die vorher ein Gelkamm eingesetzt 
wurde. Der Kamm formt die Taschen im Gel, in die später die Proben gefüllt 
werden. 
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- Nachdem das Gel erstarrt ist, wird es über Nacht mit einer Plastikfolie bedeckt im 
Kühlschrank aufbewahrt. 
- Unmittelbar vor dem Lauf wird das Gel mit TB-Puffer überschichtet. 
21.2 Vorbereitung der Zellen 
- Die zu analysierenden Bakterienstämme werden über Nacht in geeigneten 
selektiven Flüssigmedien angezogen. 
- Von Kulturen mit einer o.D.580 von 0,4-0,9 werden 200 µl in ein Eppendorfgefäß 
pipettiert und 1 Min bei 11000 rpm zentrifugiert. Bei einer niedrigeren o.D.580 
werden 300 µl der Kultur eingesetzt, bei einer höheren o.D.580 nur 100 µl. 
- Der Überstand wird abgegossen und der Rücklauf mit einer Pipette entfernt, so 
dass das Pellet möglichst trocken ist. 
- Die Proben werden auf Eis gestellt. Die Pellets werden vorsichtig in 20 µl SRL-
Lösung resuspendiert und sofort in die Taschen des Gels pipettiert. 
21.3 Elektrophorese 
- Nach dem Auftragen der Proben wird das Gel ca. 20 Min stehen gelassen, bis die 
Zellen lysiert sind und die Taschen des Gels wieder klar aussehen. 
- Der Vorlauf erfolgt bei 20 Volt für 20-30 Min. Dabei sammelt sich die DNA an 
der Seite der Geltaschen, in deren Richtung sie im Hauptlauf auch läuft. 
- Nach dem Vorlauf werden 10 µl Ladepuffer in eine Tasche gegeben, um im 
Hauptlauf die Lauffront sichtbar zu machen. 
- Der Hauptlauf dauert 1-3 Stunden bei einer Spannung von 120 Volt. 
- Nach der Elektrophorese wird das Gel 20 Min gewässert, um das SDS 
abzuwaschen, dann 15 Min lang im Ethidiumbromidbad gefärbt und anschließend 
noch einmal 15 Min gewässert. 
- Zum Schluss wird die mit Ethidiumbromid gefärbte DNA unter UV-Licht mit dem 
ImaGo Compact Imaging System der Firma B&L System sichtbar gemacht und 
fotografiert. 
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Puffer und Lösungen für Eckhardt-Lyse 
 
SRL-Lösung 
Saccharose  25% (w/v) 
Ficoll   10% (w/v) 
Lysozym  1 mg/ml 
Rnase   40 µl/ml von einer 10 mg/ml Stammlösung  
    (Endkonzentration: 0,4 mg/ml) 
Saccharose und Ficoll werden in TB-Puffer gelöst und 5 Minuten gekocht. 
RNase und Lysozym werden erst direkt vor Gebrauch zugesetzt. 
 
Ethidiumbromid-Färbelösung 
Ethidiumbromid 1 mg/l 
A. dest   ad 1000 ml 
 
TB-Puffer (5 x) 
Tris   90 mM   (10,9 g/l) 
Borsäure  90 mM   (5,57 g/l) 
EDTA   2,5 mM   (0,93 g/l) 
 
22. Southern-Hybridisierung 
 
Die Southern-Hybridisierung ist eine molekularbiologische Methode, die 1975 von E. 
Southern erfunden und nach ihm benannt wurde. Sie ermöglicht den Nachweis einer 
bestimmten Gensequenz in einer größeren Menge DNA. Dazu wird zuerst die bakterielle 
Gesamt-DNA isoliert und anschließend mit einem oder mehreren geeigneten 
Restriktionsenzymen verdaut. Die dabei entstehenden DNA-Fragmente werden in einer 
Agarose-Gelelektrophorese ihrer Größe nach aufgetrennt. Dann wird die DNA aus dem Gel 
auf eine Nylonmembran übertragen („geblottet“) und darauf mit UV-Licht fixiert. Die 
Membran wird mit einer Gensonde behandelt, die mit Digoxigenin markiert ist. Die Sonde 
besteht aus einzelsträngiger DNA, deren Sequenz zu der gesuchten Sequenz komplementär 
ist. Befindet sich die gesuchte Sequenz auf der Membran, hybridisiert die Sonde mit dieser 
Sequenz, d.h. es bilden sich Basenpaarungen zwischen den beiden komplementären DNA-
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Sequenzen aus. Die Hybridisierung wird nachgewiesen durch enzyme-linked 
immunoabsorbent assay (ELISA). 
22.1 Labelkontrolle der Sonde 
Die Labelkontrolle wird durchgeführt, um bei einer neu hergestellten Sonde zu prüfen, ob die 
Herstellung erfolgreich war. Bei einer älteren, schon benutzten Sonde kann mit der 
Labelkontrolle getestet werden, wie effektiv sie noch ist. 
- Von der Sonden-DNA und von der Kontroll-DNA (10 ng/µl) werden 
Verdünnungsreihen bis 10-5 angelegt. 
- Von jeder Verdünnungsstufe wird jeweils 1 µl auf eine Nylonmembran pipettiert 
und durch Bestrahlung mit UV-Licht (2-3 Min) darauf fixiert. 
- Die Membran wird dann genauso behandelt, die unter „Detektion der an die 
Membran gebundenen Sonden-DNA“ (22.4) beschrieben. 
- Da die Konzentration der Kontroll-DNA bekannt ist, kann durch Vergleichen der 
Farbintensitäten die Konzentration bzw. die Effektivität der Sonden-DNA in etwa 
bestimmt werden. 
22.2 Transfer der DNA aus dem Agarosegel auf eine Nylonmembran 
- Zuerst wird die bakterielle Gesamt-DNA isoliert. 
- Zur Kontrolle der DNA-Isolation wird ein Teil der unverdauten DNA in einem 
Agarosegel (1% Agarose in TAE-Puffer) aufgetrennt. 
- Die isolierte DNA wird mit einem geeigneten Restriktionsenzym verdaut. 
- Zur Kontrolle der Restriktion wird ein Teil der verdauten DNA in einem 
Agarosegel (1% Agarose in TAE-Puffer) aufgetrennt. 
- Die zu untersuchende verdaute DNA wird in einem Agarosegel (0,7% Agarose in 
TA-Puffer) aufgetrennt. 
 
- Die DNA-Fragmente werden mittels Vakuum-Blot aus dem Gel auf eine 
Nylonmembran übertragen. Nachdem die Apparatur abgedichtet worden ist, wird 
ein Vakuum angelegt (50-80 mbar), welches nur über das Gel und die darunter 
liegende Membran ausgeglichen werden kann, so dass die DNA auf die 
Nylonmembran übertragen werden kann.  
- Nach Einschalten des Vakuums wird das Gel mit Depurinierungslösung bedeckt, 
bis die Farbe des Bromphenolblau in der Lauffront sich von blau zu gelb ändert. 
Dabei werden die Purine von der DNA abgespalten. (5-10 Min) 
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- Nach der Farbänderung wird die Lösung abgesaugt und Denaturierungslösung auf 
das Gel gegeben, bis die Farbe der Lauffront wieder nach blau umgeschlagen ist. 
Dabei wird die DNA denaturiert und die Phosphodiesterbindungen der DNA 
werden an den apurinierten Stellen gespalten. (5-10 Min) 
- Die Denaturierungslösung wird abgesaugt und die Neutralisierungslösung wird auf 
das Gel gegeben. (5-10 Min) 
- Nachdem auch diese Lösung abgesaugt worden ist, wird das Gel für eine Stunde 
mit Transferpuffer (20 x SSC-Puffer) überschichtet. Während dieser Zeit wird die 
DNA aus dem Gel auf die Nylonmembran übertragen.  
- Die Nylonmembran wird in Frischhaltefolie verpackt und 5 Min lang mit UV-
Licht bestrahlt, wodurch die DNA auf der Membran fixiert wird. 
22.3 Hybridisierung 
- Zuerst erfolgt die Vorhybridisierung. Sie ist nötig, um eine unspezifische Bindung 
der Sonde an die Membran zu verhindern. In der Hybridisierungslösung sind 
Proteine enthalten, die die freien Bindungsstellen auf der Membran besetzen und 
dadurch verhindern, dass die Sonde später unspezifisch bindet.  
- Die Membran wird mit der DNA-Seite nach innen in einen 
Hybridisierungszylinder getan. 
- Es werden 20 ml Hybridisierungslösung (ohne Sonde) zugegeben und der Zylinder 
1-2 Stunden bei 68°C gerollert. 
- Für die Hybridisierung werden zuerst 5 ml Hybridisierungslösung mit markierter 
Sonde für 10 Min bei 95-100°C denaturiert. Dann wird die Hybridisierungslösung 
im Zylinder abgeschüttet und durch die Hybridisierungslösung mit markierter 
Sonde ersetzt. Die Hybridisierung erfolgt über Nacht bei 68°C auf dem Roller. 
- Nach der Hybridisierung wird die Nylonmembran 2 x 5 Min lang mit 50 ml 
„Waschlösung a“ gewaschen (bei RT rollern). Dann wird die Membran noch 2 x 
für je 15 Min mit „Waschlösung b“ gewaschen. 
22.4 Detektion der an die Membran gebundenen Sonden-DNA 
Die Sonde ist mit Digoxigenin markiert. Dieses Digoxigenin wird durch Antikörper erkannt, 
die das Enzym „Alkalische Phosphatase“ kovalent gebunden haben. Bei der 
Nachweisreaktion dephosphoryliert dieses Enzym sein Substrat 5-Bromo-4-chloro-3-
indolylphosphat (BCIP) und überführt es in ein Indoxyl. Dieses wiederum tautomerisiert zu 
einem Keton, welches seinerseits wieder zu einem blauen Indigofarbstoff dimerisiert. Als 
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Farbverstärker wird Nitroblau-Tetrazoliumsalz (NBT) zugefügt, welches durch freigesetzte 
Protonen zum purpurnen Diformazan reduziert wird. 
 
- Die Membran wird 1-5 Min in 50 ml Waschpuffer gerollert, 
- 30 Min in 90 ml Puffer 2,  
- 30 Min in 10 ml Anti-DIG-Alkalische Phosphatase-Konjugat-Lösung, 
- 2 x 15 Min in 90 ml Waschpuffer und  
- 2 bis 5 Min in 50 ml Puffer 3. 
- Zum Färben wird die Membran mit 10 ml Färbelösung bedeckt. Die Färbelösung 
wird im Dunkeln einwirken gelassen, bis die gewünschte Farbintensität erreicht ist. 
Dann wird die Färbelösung abgegossen. Die Membran wird mit A. dest abgespült, 
in Klarsichtfolie verpackt und anschließend eingescannt. 
 
Puffer und  Lösungen für Southern-Hybridisierung 
 
TA-Puffer (50 x) 
Tris   40 mM (242,4 g/l) 
Na-Acetat  10 mM (41 g/l) 
EDTA     1 mM (18,61 g/l) 
 
Lösungen für Vakuumblotting 
Depurinierungslösung 
HCL   0,25 M (26,4 ml 30% HCL/l) 
 
Denaturierungslösung 
NaCl   1,5 M   (87,66 g/l) 
Lösung filtrieren 
NaOH Plätzchen   (2 g/100 ml NaCl-Lösung) 
Frisch vor dem Blotten zugeben 
 
Neutralisierungslösung 
NaCl   1,5 M  (87,66 g/l) 
Tris      1 M  (121,1 g/l) 
pH 7,5 
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Transferpuffer (20 x SSC) 
NaCl      3 M  (175,32 g/l) 
Na-Citrat  0,3 M  (88,23 g/l) 
pH 7 
 
Lösungen für Hybridisierung 
20 x SSC (s. Transferpuffer für Vakuumblotting) 
 
10% N-Lauroylsarkosin-Lösung 
N-Lauroylsarkosin 10 g/100 ml 
Autoklavieren 
 
10% SDS-Lösung 
10 g SDS in 100 ml A.dest lösen und autoklavieren 
 
10% Blocking-Vorratslösung 
Blocking-Reagenz 10 g/100ml Puffer 1 
Autoklavieren, bei 4°C lagern 
 
Puffer 1 
NaCl   0,15 M (8,77 g/l) 
Maleinsäure    0,1 M (11,61 g/l) 
pH 7,5 
autoklavieren 
 
Hybridisierungslösung 
20 x SSC    25 ml/100 ml 
10% Blocking-Lsg  10 ml/100 ml 
10% N-Lauroylsarkosin   1 ml/100 ml 
10% SDS    0,2 ml/100 ml 
mit H2O auf 100ml auffüllen und in Portionen von 20ml bei -20°C einfrieren 
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Puffer 3 
NaCl     0,1 M (5,84 g/l) 
Tris     0,1 M (12,11 g/l) 
MgCl2   50 mM (10,17 g/l) 
pH 9,5 
autoklavieren 
 
Waschlösung a 
20 x SSC  10 ml/100 ml 
10% SDS  1 ml/100 ml 
mit H2O auffüllen 
 
Waschlösung b 
20 x SSC  0,5 ml/100 ml 
10% SDS  1 ml/100 ml 
mit H2O auffüllen 
 
Waschpuffer 
Tween 20  750 µl/250 ml Puffer 1 
 
Puffer 2 
10% Blocking-Lsg 10 ml/100 ml Puffer 1 
 
Anti-DIG-Alkalische Phosphatase-Konjugat-Lösung in Puffer 2 
Anti-DIG-Alkalische Phosphatase-Konjugat-Lösung  
1:5000 verdünnen 2 µl/10 ml Puffer 2 
 
Farblösung 
NBT-Lösung  45 µl/10 ml Puffer 3 
X-Phosphat-Lösung 35 µl/10 ml Puffer 3 
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23. Filterkreuzungen 
 
Die Kreuzungen werden durchgeführt wie unter ”Plasmidmobilisierung” beschrieben. Die 
Verdünnungsreihen nach der Kreuzung werden hier in LB-Medium angelegt, weil auf LB-
Platten ausplattiert wird. Jede Kreuzung wird in drei Parallelen durchgeführt (drei Filter pro 
Kreuzung) und aus jedem Filter werden die geeigneten Verdünnungen wiederum dreimal 
ausplattiert. Alle Kreuzungen werden so ausplattiert, dass einmal auf den Rezipienten 
selektiert wird und einmal auf die Transkonjuganten. Tabelle B23.1 zeigt, welche Agarplatten 
für welche Selektion verwendet werden. Eine Beschreibung der Antibiotika sowie deren 
Endkonzentrationen sind in Tabelle B4.1 aufgelistet. 
Tabelle B23.1: verwendete Selektionsplatten 
Selektierte Zellen Agar und Antibiotika 
R. tropici CIAT 899 LB + Nx 
S. meliloti 2011 LB + Sm 
R. tropici CIAT 899 mit pHReGFPplac/ pHReGFPplacIAA LB + Nx + Nm 
R. tropici CIAT 899 mit pJPeGFPplac/ pJPeGFPplacIAA LB + Nx + Tc 
S. meliloti 2011 mit pHReGFPplac/ pHReGFPplacIAA LB + Sm + Nm 
S. meliloti 2011 mit pJPeGFPplac/ pJPeGFPplacIAA LB + Sm+ Tc 
 
Mit LB + Nx bzw. LB + Sm wird auf die Rezipienten selektiert, weil der Donor VF39 nicht 
auf LB wächst und weder eine Sm- noch eine Nx-Resistenz besitzt. 
Durch die Antibiotika Nm und Tc wird zusätzlich auf Rezipientenzellen mit dem jeweiligen 
Plasmid selektiert (Plasmide s.Tabelle B2.1). 
Die Transferfrequenzen und Standardabweichungen werden folgendermaßen berechnet: Aus 
den drei Transkonjugantenplatten eines Filters wird die individuelle Transferfrequenz dieses 
Filters berechnet. Anschließend werden aus den drei so erhaltenen individuellen 
Transferfrequenzen einer Kreuzung der Frequenzmittelwert und die Standardabweichung für 
die jeweilige Kreuzung berechnet. 
 
24. Verwendeter Boden und dessen Vorbehandlung für die Versuche 
 
Für die Boden- und die Rhizosphärenkreuzungen wurde (nach FAO-Klassifikationssystem) 
ein Regosol-Boden verwendet, d.h. eine homogene Mischung aus Luvisol und glazialem Löss 
(Jahnke, Priefer, 2002). Er stammt aus einem Rekultivierungsfeld bei Jülich (Tagebau Inden 
West, NRW, Deutschland). Es handelt sich um einen verdichteten Boden mit geringem 
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Humus- und Stickstoffgehalt. Zur Verbesserung der Bodeneigenschaften wird auf diesem 
Feld Luzerne (Medicago sativa) angepflanzt.  
Tabelle B24.1: Zusammensetzung des Bodens 
(nach Dumbeck, Rheinisch Westfälische Energiewerke (RWE), 1992) 
Parameter Anteil 
Sand 2-5 % 
Schluff 70-80 % 
Ton 14-17 % 
CaCO3 10,4 (0,7) 
pH (CaCl2) 7,7 (0,0) 
Mg 94 (5) µg/g Boden 
K2O 58 (8) µg/g Boden 
P2O5 20 (0) µg/g Boden 
Gesamtgehalt Stickstoff 0,025 % 
Gesamtgehalt organischer 
Kohlenstoff 0,24 (0,04) % 
 
Der Boden wird gesiebt (<2 mm) und anschließend mehrmals autoklaviert. 
 
25. Kreuzungen in sterilem Boden 
 
Wie die Filterkreuzungen wird jede Kreuzung in 3 parallelen Ansätzen durchgeführt, und aus 
jedem Ansatz werden die geeigneten Verdünnungen wiederum in 3 Parallelen ausplattiert. 
Die Transkonjuganten- und Rezipientenplatten sind die gleichen wie bei den entsprechenden 
Filterkreuzungen (s. „Filterkreuzungen“). Abbildung B25.1 zeigt zwei Bodenkreuzungen mit 
je drei Parallelen. 
 
Abbildung B25.1: Bodenkreuzungen  
 
- 5 g Boden werden in sterile Petrischalen (3,5 cm Durchmesser, 1 cm Höhe) 
eingewogen. 
- Donor- und Rezipientenstamm werden über Nacht in entsprechendem selektivem 
Flüssigmedium angezogen.  
MATERIAL UND METHODEN 
 44 
- 1 ml der Rezipientenkultur wird abzentrifugiert (1 Min, 11000 rpm). Der Überstand 
wird verworfen und das Pellet mit 1 ml TY gewaschen. 
- Der Überstand wird grob abgeschüttet, das Pellet im Rücklauf (ca. 140 µl) 
resuspendiert und tropfenweise auf dem Boden verteilt.  
- Nach ca. 30 Min wird mit 500 µl der Donorkultur genauso verfahren. Der Donor wird 
später hinzugefügt, um bei einem eventuellen Konjugationsereignis sicher sein zu 
können, dass die Konjugation im Boden stattgefunden hat und nicht schon vorher im 
Eppendorfgefäß. 
- Zum Schluss werden 100 µl steriles H2O tropfenweise zugegeben, um einen H2O-
Gehalt des Bodens von 60% zu erreichen. 
- Die Petrischalen werden zum Schutz vor Feuchtigkeitsverlust mit Parafilm 
verschlossen und geschüttelt, um Boden, Wasser und Bakterien zu vermischen.  
- Die Ansätze werden bei 28°C 4 bis 5 Tage lang inkubiert.  
- Dann werden die 5 g Boden in ein Falcongefäß überführt und 5 ml Natrium-
Pyrophosphat-Puffer zugegeben.  
- Die Falcongefäße werden gevortext, um die Bakterien von den Bodenpartikeln 
abzulösen, und anschließend anzentrifugiert, so dass sich die groben Bodenpartikel 
absetzen, während die Zellen in Lösung bleiben.  
- Die Überstände werden in ein neues Gefäß überführt und 1 Min bei 11000 rpm 
abzentrifugiert, so dass sich die Bakterien im Pellet befinden. Die Überstände werden 
verworfen und die Pellets in 1 ml LB resuspendiert, daraus Verdünnungsreihen 
angelegt und geeignete Verdünnungen ausplattiert (verwendete Agarplatten s. Tabelle 
B23.1). 
 
Puffer für Bodenkreuzungen 
 
1% Natrium-Pyrophosphat-Puffer 
 1 g Natrium-Pyrophosphat in 100 ml A. dest lösen und autoklavieren 
 
26. Kreuzungen in der Rhizosphäre 
 
Für die Kreuzungen in der Rhizosphäre wird der Boden nach dem Sieben zur Auflockerung 
zu einem Drittel mit Vermiculit vermischt und danach zweimal autoklaviert. Anschließend 
wird er in Cholodny-Kammern gefüllt und mit diesen ein drittes Mal autoklaviert. 
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Ein Foto einer Cholodny-Kammer ist in Abbildung B26.1 gezeigt. Die Kammern sind ca. 20 
cm hoch, 8 cm breit und 3 cm tief. Sie bestehen aus der eigentlichen Kammer und einer 
abnehmbaren Rückseite (rechts im Bild), in welche Objektträger eingesetzt werden, um später 
unter dem Mikroskop die Rhizosphärenbakterien betrachten zu können. 
 
 
Abbildung B26.1: Cholodny-Kammer 
links eigentliche Kammer mit Boden, rechts abnehmbare Rückseite mit Objektträgern 
 
Verwendete Pflanzen: Pisum sativum (Markerbsen „Remus“) 
26.1 Sterilisation der Erbsen 
- Sterile Falcongefäße werden zu ca. einem Drittel mit Erbsen gefüllt. 
- Die Erbsen werden kurz mit 70%igem Ethanol gewaschen. Das Ethanol wird 
anschließend abgegossen. 
- Dann wird Schwefelsäure (H2SO4) zu den Erbsen gegeben, und die Falcongefäße 
werden 10 bis 15 Min geschüttelt. Das H2SO4 wird abgegossen. 
- Die Erbsen werden viermal für 10 bis 15 Min in sterilem H2O geschüttelt. Bevor 
zum ersten Mal das sterile H2O zugegeben wird, werden die Falcongefäße auf Eis 
gestellt, weil sich wegen des restlichen H2SO4 Wärme entwickelt. 
- Zum Schluß werden die Falcongefäße bis etwa 1 cm unter den Rand mit sterilem 
H2O gefüllt und über Nacht in den Kühlschrank gestellt, damit die Erbsen 
aufquellen. 
- Um die Sterilität der Erbsen zu überprüfen werden sie auf TY-Platten gelegt und 
einige Tage bei 28°C inkubiert. Die Erbsen sollten sich dabei nicht berühren, damit 
sich eventuell noch vorhandene Bakterien nicht von Erbse zu Erbse verbreiten. 
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- Nach einigen Tagen werden die gekeimten Erbsen in die Cholodny-Kammern 
eingepflanzt. 
26.2 Einpflanzen der Keimlinge 
- Damit die Erbsenwurzeln an den Objektträgern entlang wachsen, werden die 
Erbsen an der Seite der Cholodny-Kammern eingepflanzt, an der die Objektträger 
liegen. Aus demselben Grund werden die Cholodny-Kammern schräg aufgestellt, 
so dass die Seite mit den Objektträgern unten ist. 
- Nach dem Einpflanzen werden die Erbsen mit A. dest bewässert. 
- Um ein Austrocknen zu verhindern, werden die Cholodny-Kammern oben mit 
Parafilm zugeklebt, allerdings nicht vollständig, um eine ausreichende Luftzufuhr 
zu gewährleisten. 
26.3 Anzucht der Erbsenpflanzen 
- Die Erbsenpflanzen werden bei 20°C und 14 Stunden Licht pro Tag angezogen. 
- Der Parafilm wird entfernt, sobald die jungen Pflanzen durch ihn behindert 
werden. 
- Die Pflanzen werden täglich kontrolliert und bei Bedarf mit A. dest gegossen. 
26.4 Inokulation der Erbsenpflanzen 
Die Inokulation erfolgt eine Woche nach dem Einpflanzen der Erbsen. 
- Die Rhizobienstämme werden über Nacht in selektivem TY-Medium angezogen.  
- Wie bei den Filter- und Bodenkreuzungen werden je 1 ml der Rezipientenkulturen 
und 0,5 ml der Donorkulturen verwendet.  
- Die Zellen werden abzentrifugiert, und der Überstand wird verworfen. Das Pellet 
wird in 1 ml TY-Medium resuspendiert und mit einer Pipette tropfenweise um die 
Erbse auf die Erde pipettiert. Die Pflanzen werden jeweils zuerst mit dem 
Rezipienten inokuliert, etwa 30 Min später mit dem Donor. 
26.5 Bakteriengewinnung aus der Rhizosphäre 
- Die Wurzeln der Erbsenpflanzen werden unterhalb der Erbse abgeschnitten und 
vorsichtig geschüttelt, so dass grobe Erdstückchen entfernt werden, die Rhizosphäre 
aber erhalten bleibt. 
- Die Wurzeln werden in sterile Falcongefäße mit 10 ml Natrium-Pyrophosphat-Puffer 
gegeben.  
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- Dann werden die Falcongefäße 30 Min geschüttelt, um die Bakterien von den 
Wurzeloberflächen abzulösen. 
- Anschließend wird anzentrifugiert, so dass sich die groben Bodenpartikel absetzen. 
Die Überstände werden in ein neues Gefäß überführt und 5 Min bei 4700 rpm 
abzentrifugiert, so dass sich die Bakterien im Pellet befinden.  
- Die Überstände werden verworfen und die Bakterien in 1 ml LB resuspendiert. Daraus 
werden Verdünnungsreihen angelegt und geeignete Verdünnungsstufen ausplattiert 
(verwendete Agarplatten: s. Tabelle B23.1). 
 
27. Chemikalien 
 
Die verwendeten Chemikalien weisen alle mindestens den Reinheitsgrad „per analysis“ auf. 
Sie werden von folgenden Firmen bezogen: AppliChem GmbH, BioRad Laboratories GmbH, 
Biozym Scientific GmbH, Carl Roth GmbH & Co. KG, Invitek, Invitrogen GmbH, 
Labomedic, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, MWG Biotech AG, Promega, Roche 
Diagnistics GmbH, SERVA Elektrophoresis GmbH und SIGMA-ALDRICH Chemie GMBH 
 
28. Reaktionskits 
 
Die verwendeten Reaktionskits stammen von den Firmen Invitek, Invitrogen und Macherey-
Nagel. 
Tabelle B28.1: verwendete Reaktionkits 
Kit Hersteller 
Invisorb Spin DNA Extraction Kit Invitek 
NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel 
The Original TA Cloning® Kit  
(pCR2.1®  Vektor) Invitrogen 
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29. Geräte 
Tabelle B29.1: verwendete Geräte 
Gerät Typ Hersteller 
Fluoreszenzmikroskop BX50F Olympus 
Geldokumentationssystem Imago Pharmacia 
PCR-Thermocycler Thermo-TRIOTM Biometra 
Thermoblock TB1 Biometra 
Tischzentrifuge Z 20 M/H Hermle 
Spectrophotometer Novaspec®II Pharmacia 
Vakuumblot-Kammer VacuGene XL Pharmacia 
Waage PB3002-S Delta Range® Mettler Toledo 
Feinwaage SBA 32 SCALTEC 
 
30. Software 
 
Chromas 
Clone Manager 5 
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) 
Oligonucleotide Properties Calculator (www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) 
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C Ergebnisse 
 
Im Rahmen des EU-SONGLINES-Projektes soll der horizontale Gentransfer durch 
Konjugation überprüft werden. In dem Projekt werden gentechnisch veränderte Rhizobien 
verwendet, die dazu befähigt sind, größere Mengen des Phytohormons IAA zu produzieren 
als die entsprechenden Wildtypen, und die dadurch das Pflanzenwachstum fördern. Die 
gentechnischen Modifikationen befinden sich auf Plasmiden. Deshalb wurden in der 
vorliegenden Arbeit die Plasmide pHReGFPplacIAA und pJPeGFPplacIAA konstruiert und 
ihre Transferierbarkeit im Vergleich zu den Ausgangsplasmiden pHReGFPplac und 
pJPeGFPplac auf Filtern, in sterilem Boden und in der Rhizosphäre der Erbsenpflanze 
untersucht. Alle vier Plasmide sind mit dem Gen eGFP markiert, welches für ein grün 
fluoreszierendes Protein kodiert. Das Gen wird in den Transkonjuganten exprimiert, wodurch 
es möglich ist, sie zu identifizieren. 
Die Donorstämme wurden mit einer Gentamycinresistenz markiert und erhielten das Gen lacI, 
um eine Expression des eGFP im Donor zu verhindern. Die beiden Gene wurden zuerst in das 
mcpD-Gen des Plasmids pK18mob mcpD3 integriert und von da aus über Doppel-Cross-Over 
in das mcpD-Gen des Rhizobium leguminosarum VF39 eingefügt, der in den 
Kreuzungsexperimenten als Donorstamm fungieren sollte. 
Das Gen mcpD gehört zu einer Gruppe von Genen (mcpB – mcpF), die  von Yost et al. (1998) 
in Rhizobium leguminosarum VF39SM gefunden wurden und die so benannt wurden, weil sie 
den mcp-Genen anderer Mikroorganismen ähneln. Die Genprodukte der mcp-Gene – Methyl-
accepting- chemotaxis proteins – spielen eine Rolle bei der Chemotaxis. Für das Gen mcpD 
konnte eine solche Funktion jedoch nicht nachgewiesen werden. Das Genprodukt des mcpD 
ist nicht essentiell, und eine Zerstörung dieses Gens hat – soweit bisher bekannt – keine 
negativen Auswirkungen auf die Zelle (Yost et al., 1998). 
 
1. Konstruktion der Plasmide 
1.1 Konstruktion des Plasmids pk18mob mcpD3 genta lacI 
Einfügen von aacC1 in pk18mob mcpD3 
Das Gen aacC1 (Gentamycinresistenz) wurde über die HindIII-Schnittstelle in das Plasmid 
pk18mob mcpD3 inseriert (Abbildung C1.1.2). Diese Schnittstelle wurde ausgewählt, weil sie 
mittig im mcpD-Gen liegt, über welches das aacC1 später (zusammen mit lacI) durch 
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Doppel-Cross-Over in das Genom des Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 integriert 
werden sollte. Dadurch würde dieser Stamm, der später in diversen Kreuzungsversuchen als 
Donor dienen sollte, mit einer Gentamycinresistenz markiert.  
Das Gen aacC1 wurde über die HindIII – Schnittstelle aus dem Plasmid pSLE85 entnommen. 
Das Restriktionsfragment mit einer Länge von 1,65 kb enthielt das aacC1. Das Fragment 
wurde aus dem Gel extrahiert und durch Ligation in die HindIII-Schnittstelle des pk18mob 
mcpD3 eingefügt. 
Das entstandene Konstrukt pk18mob mcpD3 genta wurde vervielfältigt, indem der E. coli-
Stamm S17-1 damit transformiert wurde. Nachdem die Plasmid-DNA einiger Proben isoliert 
worden war, wurde über einen Restriktionsverdau mit BglII überprüft, ob das Gen aacC1 in 
pk18mob mcpD3 integriert worden war. Die erhaltenen Banden bei 5000bp und 2300bp 
bestätigten in allen Fällen, dass aacC1 erfolgreich in pk18mob mcpD3 integriert worden war 
und die beiden Gene in derselben Richtung auf dem Konstrukt liegen. Abbildung C1.1.1 zeigt 
die Restriktionsfragmente nach dem Verdau mit BglII.  
 
1 2 3 4 5 6 7 LM
5148 bp
2027 bp
 
Abbildung C1.1.1: Restriktion von pK18mob mcpD3 genta mit BglII 
LM: Längenmarker (λ DNA/HindIII + EcoRI), 1-7: pk18mob mcpD3 genta, verdaut mit BglII  
 
Zur Absicherung wurden die Plasmide mit den Primern „mcpD for2“ und „mcpD rev2“ (s. 
Tab. B18.1) sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen bestätigten ebenfalls die Richtigkeit der 
Konstrukte und zeigten, dass das inserierte Gen in der gleichen Richtung orientiert ist wie das 
mcpD-Gen. Abbildung C1.1.2 zeigt das Konstrukt pk18mob mcpD3 genta und als Vergleich 
das Ausgangsplasmid pk18mob mcpD3. 
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pK18mob mcpD3 genta
7324 bps
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
NarI
BglII
NarI
NcoI
Ecl136II
Ecl136II
Acc65I
NarI
HindIII
Bsp1407I
BglII
EcoRV
HindIII
PstI
PstI
PstI
Acc65I
BamHI
XbaI
PstI
aph
oriT
lacZ1mcpD'
aacC1
'mcpD
lacZ2
pK18mob mcpD3
5711 bps
1000
2000
3000
4000
5000
NarI
BglII
NarI
NcoI
Ecl136II
Ecl136II
Acc65I
NarI
HindIII
PstI
PstI
PstI
Acc65I
BamHI
XbaI
PstI
aph
oriT
lacZ1
mcpD
lacZ2
 
Abbildung C1.1.2: das Konstrukt pK18mob mcpD3 genta (links), als Vergleich pK18mob mcpD3 (rechts) 
aacC1: Gentamycinresistenz, aph: Kanamycin/ Neomycinresistenz,  
mcpD: Methyl-accepting chemotaxis protein D, oriT: „origin of transfer“ Transferursprung 
 
Einfügen von lacI in pk18mob mcpD3 genta 
 
LacI wurde aus dem Genom des E. coli-Stammes DH5α gewonnen. Das Gen wurde durch 
PCR mit Hilfe der Primer „lacI for“ und „lacI rev“ (s. Tab. B18.1) amplifiziert. Die 
amplifizierten DNA-Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese überprüft und 
waren wie erwartet etwas über 1000 bp lang. Dann wurde das amplifizierte lacI – Gen in den 
Vektor pCR2.1 kloniert. Mit diesem Konstrukt (pCR2.1lacI) wurde der E. coli-Stamm XL1-
Blue transformiert, um das lacI-Gen zu vervielfältigen. Über Blau-Weiß-Selektion konnten 
die Kolonien identifiziert werden, welche den Vektor trugen. Einige davon wurden in einer 
PCR überprüft, wobei die Primer „M13 forward“ und „M13 reverse“ (s. Tab. B18.1) 
verwendet wurden. Nach Auftrennung der PCR-Produkte in einer Agarose-Gelelektrophorese 
bestätigten die erhaltenen Banden bei 1500 bp das Vorhandensein des lacI-Gens in der 
isolierten Plasmid-DNA (Abbildung C1.1.3). 
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1500 bp
1 2 LM
 
Abbildung C1.1.3: lacI, mit „M13-Primern“ aus pCR2.1 amplifiziert  
LM: Längenmarker (1kb DNA Ladder), 1-2: lacI, amplifiziert aus pCR2.1 mit „M13-Primern“ 
 
Weil lacI über die EcoRI-Schnittstelle im mcpD in das Konstrukt pk18mob mcpD3 genta 
eingefügt werden sollte, wurde es mit dem Restriktionsenzym EcoRI aus dem Vektor 
pCR2.1lacI ausgeschnitten. Anhand der Bandenposition im Gel bei etwa 1000 bp wurde lacI 
identifiziert und aus dem Gel extrahiert. 
Das Plasmid pk18mob mcpD3 genta wurde ebenfalls mit EcoRI geschnitten, dann 
dephosphoryliert und über ein Agarosegel aufgereinigt. Anschließend wurde das lacI – Gen 
durch Ligation in das Plasmid inseriert. 
Das neue Konstrukt pk18mob mcpD3 genta lacI wurde in dem E. coli-Stamm XL1-Blue 
vermehrt. Zur Überprüfung wurde aus einigen Proben die Plasmid-DNA isoliert und mit 
mehreren verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut. Als Vergleich diente jeweils pk18mob 
mcpD3 genta. Beim Verdau mit Acc65I z.B. wurden zwei Fragmente von 4800 bp und 3800 
bp Länge erwartet (Bande a bzw. b in Abb. C1.1.4), falls lacI im Konstrukt enthalten war, 
während Fragmente von 3500 bp und 3800 bp erwartetet wurden, falls lacI nicht im Plasmid 
integriert war. Abbildung C1.1.4 zeigt die Restriktion mit Acc65I. Die erhaltenen Banden 
entsprachen in allen Fällen den Erwartungen, wodurch die Richtigkeit aller getesteten 
Konstrukte bestätigt war. 
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8000 bp
5000 bp
4000 bp
1 2 3 4 5 6 7 8 LM
a
b
 
Abbildung C1.1.4: Restriktion von pK18mob mcpD3 genta lacI mit Acc65I 
LM: Längenmarker (1kb DNA Ladder),  
1-7: pk18mob mcpD3 genta lacI, verdaut mit Acc65I,  
8: pk18mob mcpD3 genta, verdaut mit Acc65I 
 
Die Orientierung des lacI-Gens im Plasmid wurde durch PCR-Reaktionen mit verschiedenen 
Primer-Kombinationen überprüft („lacI rev“ und „mcpD rev2“ sowie „lacI for“ und „mcpD 
rev2“, s. Tab. B18.1). Die Banden der PCR-Ansätze im Agarosegel zeigten, dass lacI in allen 
Proben enthalten war, wobei es in manchen Plasmiden in der gleichen Richtung wie mcpD 
orientiert war und in manchen in umgekehrter Richtung (Daten nicht gezeigt). Zur 
endgültigen Bestätigung wurde jeweils ein Plasmid mit den Primern „mcpD for2“ und „mcpD 
rev2“ (s. Tab. B18.1) sequenziert. Es bestätigte sich, dass sowohl ein Plasmid vorhanden war, 
bei dem mcpD, aacC1 und lacI in der gleichen Richtung orientiert waren (Name: pk18mob 
mcpD3 genta lacI 9/1), als auch eines, bei dem lacI in entgegengesetzter Richtung der beiden 
anderen Gene orientiert war (Name: pk18mob mcpD3 genta lacI 7/1). Die beiden Plasmide 
sind in Abbildung C1.1.5 zu sehen. Im Folgenden wurden beide Plasmidvarianten verwendet, 
um zu vergleichen, ob die Orientierung des lacI einen Einfluß auf einen möglichen 
Gentransfer hat. 
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pK18mob mcpD3 genta lacI 9/1
8635 bps
2000
4000
6000
8000
NarI
BglII
NarI
NcoI
Ecl136II
Alw44I
Ecl136II
Acc65I
NarI
HindIII
Alw44I
Bsp1407I
BglII
NotI
HindIII
EcoRI
Bsp1407I
Alw44I
NarI
EcoRI
Acc65I
BamHI
XbaI
SalI
aph
oriT
lacZ
mcpD
aacC1
'mcpD
lacI
''mcpD
lacZ´
pK18mob mcpD3 genta lacI 7/1
8635 bps
2000
4000
6000
8000
NarI
BglII
NarI
NcoI
Ecl136II
Alw44I
Ecl136II
Acc65I
NarI
HindIII
Alw44I
Bsp1407I
BglII
NotI
HindIII
EcoRI
NarI
Alw44I
Bsp1407I
EcoRI
Acc65I
BamHI
XbaI
SalI
aph
oriT
lacZ
mcpD
aacC1
'mcpD
lacI
''mcpD
lacZ`
 
Abbildung C1.1.5: Konstrukte pk18mob mcpD3 genta lacI.  
links: lacI ist in der gleichen Richtung orientiert wie mcpD und aacC1  
rechts: lacI ist entgegen der beiden anderen Gene orientiert 
aacC1: Gentamycinresistenz, aph: Kanamycin/ Neomycinresistenz, lacI: Repressor des Promotors plac,  
mcpD: Methyl-accepting chemotaxis protein D, oriT: „origin of transfer“, Transferursprung 
 
1.2 Konstruktion des Plasmids pHReGFPplacIAA 
Die IAA-Kassette (iaaM und tms2 unter Kontrolle des Promotors rolA) wurde aus dem 
Plasmid pRD20 mit den Restriktionsenzymen DraI und Ecl136II ausgeschnitten, wobei an 
beiden Seiten glatte Enden entstanden. Das Plasmid pHReGFPplac, in das die IAA-Kassette 
eingefügt werden sollte, wurde mit dem „single cutter“ ScaI verdaut und dadurch linearisiert, 
wobei ebenfalls glatte Enden entstanden. Dann wurde das Plasmid dephosphoryliert und mit 
der IAA-Kassette ligiert.  
Mit dem Ligationsansatz wurde der E. coli-Stamm S17-1 transformiert. Zellen, die das 
Plasmid enthalten, zeigen grüne Fluoreszenz unter Anregung mit blauem Licht, weil das 
Plasmid das Gen eGFP enthält, welches für ein grün fluoreszierendes Protein (GFP) kodiert. 
Zellen mit dem Plasmid können über diese Fluoreszenz identifiziert werden. Die einzige 
Kolonie, die unter Blaulicht grün fluoreszierte, wurde mit den Primern „tms2 for“ und „tms2 
rev“ (s. Tab. B18.1) in einer PCR getestet. Als Positivkontrolle diente das Plasmid pRD20. 
Die getestete Kolonie ergab wie die Positivkontrolle die erwartete Bande bei 1045bp. Zur 
weiteren Kontrolle wurde die Plasmid-DNA isoliert und mit BglII verdaut, einem „double 
cutter“, dessen eine Schnittstelle innerhalb der IAA-Kassette liegt, so dass zwei Fragmente 
erwartet wurden, falls die IAA-Kassette im Plasmid integriert wäre. Aus der Länge der beiden 
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Fragmente könnte zugleich geschlossen werden, in welcher Richtung die Kassette im Plasmid 
orientiert wäre. 
Tatsächlich wurden zwei Banden im Agarosegel erhalten, von denen die eine ca. 7000 bp lang 
war und die andere 4000 bp (s. Abb.C1.2.1). Damit war sowohl bestätigt, dass die IAA-Gene 
in das pHReGFPplac integriert waren, als auch, dass die IAA-Kassette in der gleichen 
Richtung orientiert war wie das eGFP.  
 
8000 bp
4000 bp
LM 1
 
Abbildung C1.2.1: Restriktion von pHReGFPplacIAA mit BglII  
LM: Längenmarker (1kb DNA Ladder), 1: pHReGFPplacIAA, verdaut mit BglII  
 
Abbildung C1.2.2 zeigt das Konstrukt pHReGFPplacIAA und zum Vergleich das 
Ausgangsplasmid pHReGFPplac. 
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pHReGFPplacIAA
11594 bps
2000
4000
6000
8000
10000
Bst1107I
Ecl136II
SacI
XhoI
Acc65I
KpnI
XhoI
Alw44I
SacII
BglII
Acc65I
KpnI
Alw44I
Bst1107I
SacII
BglII
trfA
eGFP
LacZ'
pLac
'LacI
'bla
tms2
iaaM
rolA
bla'
mob site
aph
pHReGFPplac
8114 bps
2000
4000
6000
8000
Bst1107I
Ecl136II
SacI
XhoI
Acc65I
KpnI
XhoI
Alw44I
ScaI
Alw44IBst1107I
SacII
BglII
EcoRI
trfA
eGFP
LacZ' pLac
'LacI
blamob site
aph
 
Abbildung C1.2.2: das Konstrukt pHReGFPplacIAA (links), als Vergleich pHReGFPplac (rechts) 
aph: Kanamycin/ Neomycinresistenz, bla: Ampicillinresistenz,  
eGFP: „enhanced green fluorescent protein“, ein grün fluoreszierendes Protein, 
iaaM: Tryptophan-Monooxigenase, mob-site: Mobilisierungsstelle,  
tms2: Hydrolase, trfA: Replikationsinitiationsprotein 
 
1.3 Konstruktion des Plasmids pJPeGFPplacIAA 
Um das Plasmid pJPeGFPplacIAA zu konstruieren, wurde die IAA-Kassette (iaaM und tms2 
zusammen mit dem Promotor rolA) aus dem Plasmid pRD20 ausgeschnitten und anschließend 
in das Plasmid pJPeGFPplac eingefügt. 
Das pJPeGFPplac wurde mit dem „single cutter“ Alw44I geschnitten. Die dabei entstandenen 
5´-Überhänge wurden durch Klenow-fill-in aufgefüllt, und das Plasmid wurde anschließend 
dephosphoryliert. 
Die IAA-Kassette wurde mit DraI und Ecl136II aus dem Plasmid pRD20 ausgeschnitten. 
Dabei entstanden an beiden Schnittstellen glatte Enden. Durch Ligation wurden die IAA-
Gene dann in pJPeGFPplac eingefügt. 
Um das Konstrukt pJPeGFPplacIAA zu vervielfältigen, wurde E. coli S17-1 damit 
transformiert. Die gewachsenen Kolonien wurden auf grüne Fluoreszenz unter Anregung mit 
blauem Licht hin untersucht, um festzustellen, ob das Plasmid in den Zellen enthalten war. 
Weil pJPeGFPplac im Gegensatz zu pHReGFPplac ein „low-copy“-Plasmid ist, war die 
Fluoreszenz hier deutlich geringer. Aus einigen der fluoreszierenden Kolonien wurde zur 
Überprüfung der Konstrukte die Plasmid – DNA isoliert und mit mehreren 
Restriktionsenzymen verdaut. Außerdem wurden zur Kontrolle mehrere PCR durchgeführt 
(mit den Primern „iaaM for“ und „iaaM rev“, mit den Primern „rolA for“ und „iaaM rev“, 
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sowie mit den Primern „tms2 for“ und „tms2 rev“ (s. Tab. B18.1)). Als Positivkontrolle 
wurde das Plasmid pRD20 in die PCR eingesetzt. Eine der Proben war in allen Fällen positiv. 
Mit der Flüssigkultur, aus der diese positive DNA-Probe isoliert worden war, wurde ein 
Salkowski-Test (s. Kapitel B, Punkt 7) durchgeführt, um die Auxinsynthese der Zellen zu 
überprüfen. Auch dieser Test war positiv. Um die Orientierung der IAA-Kassette im Plasmid 
zu bestimmen, wurde die Probe mit dem Primer „iaaM rev“ (s. Tab. B18.1) sequenziert. Die 
erhaltene Sequenz bestätigte, dass die IAA-Kassette im Plasmid enthalten und in der gleichen 
Richtung wie bla orientiert war. Abbildung C1.3.1 zeigt das Konstrukt pJPeGFPplacIAA.  
 
pJPeGFPplacIAA
14783 bps
2000
4000
6000
8000
10000
12000
14000
Bst1107I
NcoI
Ecl136II
SacI
XhoI
Acc65I
KpnI
DraIII
Bst1107I
Acc65I
KpnI
NcoI
BglII
NotI
Alw44I
ScaI
ApaI
NotI
trfA
eGFP
pLac
parCBA
parDE
oriT
bla'rolA
iaaM
tms2
'bla
tetA
tetR
oriV
PJPeGFPplac
11299 bps
2000
4000
6000
8000
10000
PstI
Bst1107I
NcoI
XbaI
Ecl136II
SacI
XhoI
HindIII
Acc65I
KpnI
DraIII
Bst1107I
Alw44I
ScaI
ApaI
NotI
trfA
eGFP
pLac
parCBA
parDE
oriT
bla
tetA
tetR
oriV
 
Abbildung C1.3.1: das Konstrukt pJPeGFPplacIAA (links), als Vergleich pJPeGFPplac (rechts) 
bla: Ampicillinresistenz, eGFP: „enhanced green fluorescent protein“, ein grün fluoreszierendes Protein,  
iaaM: Tryptophan-Monooxigenase, par: Stabilitätsfunktionen, oriT: „origin of transfer“, Transferursprung,  
oriV: „origin of replication“, Replikationsstartpunkt , tetAR: Tetrazyklinresistenz, tms2: Hydrolase,  
trfA: Replikationsinitiationsprotein 
 
 
2. Integration der Gene aacC1 und lacI in das Chromosom von Rhizobium 
leguminosarum bv. viciae VF39 
 
Zuerst wurde der E. coli-Stamm S17-1 mit den Plasmiden pk18mob mcpD3 genta lacI 7/1 
(lacI in entgegengesetzter Richtung von mcpD und aacC1orientiert) und pk18mob mcpD3 
genta lacI 9/1 (mcpD, aacC1 und lacI in der gleichen Richtung orientiert) (s. Abb. C1.1.5) 
transformiert. Der Stamm S17-1 wurde deshalb benutzt, weil er zur Plasmidmobilisierung 
fähig ist (s. Kapitel B, Punkt 8). Anschließend wurde durch entsprechende Antibiotika auf 
Zellen selektiert, welche die Konstrukte enthielten (s. Kapitel B, Tab. B2.1). 
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Zur Kontrolle wurden von einigen Kolonien Flüssigkulturen angezogen und daraus die 
Plasmid-DNA isoliert, welche anschließend mit dem Restriktionsenzym Acc65I verdaut 
wurde. Die erhaltenen Banden von 4800 bp und 3800 bp entsprachen den Erwartungen, 
wodurch der Erfolg der Transformation bestätigt war.  
Als nächstes wurden beide Plasmide durch Filterkreuzung von S17-1 in den Rhizobienstamm 
Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 transferiert. Geeignete Verdünnungsstufen der 
Kreuzungsansätze wurden auf TY-Platten mit Streptomycin und Gentamycin ausplattiert, um 
auf Rhizobien zu selektieren (Streptomycinresistenz), welche das Plasmid bei der Kreuzung 
erhalten haben (Gentamycinresistenz). 
Als nächstes wurde nach Kolonien gesucht, bei denen die Gene aacC1 und lacI durch 
Doppel-Cross-Over in das mcpD-Gen des Bakterienchromosoms integriert worden waren. 
Dazu wurden einige Kolonien gepickt und jeweils sowohl auf TY-Platten mit Streptomycin 
und Gentamycin ausgestrichen als auch auf TY-Platten mit Streptomycin, Gentamycin und 
Neomycin. Die Zellen, bei denen die Gene aacC1 und lacI über Doppel-Cross-Over in das 
Chromosom integriert wurden, haben den Rest des Plasmids verloren. Da die 
Neomycinresistenz auf dem Plasmid kodiert ist, wachsen diese Zellen nicht mehr auf 
neomycinhaltigen Medien. Deshalb waren hier diejenigen Kolonien erwünscht, die nicht auf 
den Platten mit Neomycin wuchsen. Abbildung C2.1 zeigt schematisch die Integration der 
Gene aacC1 und lacI in das Chromosom von Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 
durch Doppel-Cross-Over. Für das Gen lacI ist in dieser Abbildung bewusst keine 
Orientierungsrichtung angegeben, weil diese sich je nach Plasmid pk18mob mcpD3 genta lacI 
unterscheidet. 
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Plasmid  pk18mob mcpD genta lacI
mcpD lacI
VF39 WT
Chromosom
mcpD lacI
VF39 genta lacI
mcpD
mcpDmcpD
mcpD
aacC1
aacC1
aph
 
Abbildung C2.1: Schematische Darstellung der Integration der Gene aacC1 und lacI in das Chromosom 
von Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 durch Doppel-Cross-Over 
aacC1: Gentamycinresistenz, aph: Kanamycin/ Neomycinresistenz, lacI: Repressor des Promotors plac, 
mcpD: Methyl-accepting chemotaxis protein D 
 
Zur Absicherung wurden einige der nicht auf Neomycin wachsenden Kolonien in einer 
Southern-Hybridisierung überprüft (Durchführung s. Kapitel B, Punkt 22). Die DNA-Proben 
wurden mit EcoRI verdaut, um lacI auszuschneiden. Die „lacI-Sonde“ wurde vor der 
Hybridisierung überprüft und dadurch ihre Effektivität bestätigt. Die Proben 2 (VF39 genta 
lacI 7/1) und 8 (VF39 genta lacI 9/1) ergaben ein positives Signal (s. Abb. C2.2). Das 
bedeutet, dass aus beiden Plasmiden (pk18mob mcpD3 genta lacI 7/1 und pk18mob mcpD3 
genta lacI 9/1) die Gene aacC1 und lacI erfolgreich in das Chromosom von VF39 integriert 
wurden. 
Das Ergebnis der Southern-Hybridisierung ist in Abbildung C2.2 gezeigt. 
 
ERGEBNISSE 
 60 
1 2 1093 4 5 6 7 8
1500 bp
2500 bp
 
Abbildung C2.2: Southern-Hybridisierung zur Überprüfung der Richtigkeit der Konstrukte 
Die beiden Stämme VF39 genta lacI 7/1 und VF39 genta lacI 9/1 wurden mit der „lacI-Sonde“ überprüft. 
1-4: VF39 genta lacI 7/1;  
5-8: VF39 genta lacI 9/1,  
9: VF39 WT,  
10: Längenmarker (1kb DNA Ladder) 
 
Auf diese Weise wurden zwei verschiedene Stämme „VF39 genta lacI“ erhalten, wobei lacI 
einmal in der gleichen Richtung orientiert war wie aacC1 und mcpD und einmal 
entgegengesetzt der beiden anderen Gene. Die beiden Stämme wurden entsprechend den 
Plasmiden benannt mit VF39 genta lacI 7/1 und VF39 genta lacI 9/1. Abbildung C2.3 zeigt 
die Orientierung der Gene in den VF39 genta lacI-Stämmen. 
 
mcpD mcpDaacC1 lacI
VF39 genta lacI 7/1
mcpD mcpDaacC1 lacI
VF39 genta lacI 9/1
 
Abbildung C2.3: Orientierung der Gene mcpD, aacC1 und  lacI in VF39 genta lacI 7/1 und VF39 genta 
lacI 9/1 
aacC1: Gentamycinresistenz, aph: Kanamycin/ Neomycinresistenz, lacI: Repressor des Promotors plac,  
mcpD: Methyl-accepting chemotaxis protein D 
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3. Konstruktion der VF39 genta lacI - Donorstämme 
3.1 Konstruktion von VF39 genta lacI(pHReGFPplac) 
Wie bei der Mobilisierung der Plasmide pk18mob mcpD3 genta lacI wurde als erstes der E. 
coli-Stamm S17-1 mit pHReGFPplac transformiert, um eine Plasmidmobilisierung zu 
ermöglichen. Die Transformationsansätze wurden auf LB-Platten mit Kanamycin 
ausgestrichen, weil das Plasmid seiner Wirtszelle eine Kanamycinresistenz verleiht.  
Das Plasmid enthält das Gen eGFP, welches für ein grün fluoreszierendes Protein (GFP) 
kodiert (s. Kapitel A, Einleitung, Punkt 6). Deshalb zeigen Zellen, die das Plasmid enthalten, 
grüne Fluoreszenz unter Anregung mit blauem Licht.  
Aus einigen grün fluoreszierenden Kolonien wurde die Plasmid-DNA isoliert und mit Acc65I 
und EcoRI zusammen verdaut. Erwartet wurden zwei Fragmente, mit gut 2000 bp Länge und 
knapp 6000 bp Länge. Die erhaltenen Banden entsprachen den Erwartungen und bestätigten 
den Erfolg der Transformation. 
Wie die beiden Plasmide pk18mob mcpD3 genta lacI wurde auch das Plasmid pHReGFPplac 
durch Filterkreuzung in die beiden VF39 genta lacI-Stämme transferiert. Weil das Plasmid 
nicht durch eine einfache Kreuzung transferiert werden konnte, wurde eine Dreifach-
Kreuzung durchgeführt, an der nicht nur Donor und Rezipient beteiligt waren, sondern auch 
ein „Helferstamm“. Als Helfer diente ein DH5α-Stamm, der das Plasmid RP4-4 trägt, ein 
Derivat des RP4, das im Gegensatz zum RP4 (Tetrazyklin- und Kanamycinresistenz) nur für 
eine Tetrazyklinresistenz kodiert. Deshalb wurde dieses Derivat als Helfer ausgewählt, weil 
dadurch nach der Kreuzung der Helferstamm einfacher herausselektiert werden konnte.  
Die Kreuzungsansätze wurden auf TY-Platten mit Streptomycin, Gentamycin und Neomycin 
ausplattiert, um auf VF39 genta lacI mit pHReGFPplac zu selektieren. 
Aus einigen Kolonien wurde die Plasmid-DNA isoliert und zur Kontrolle mit mehreren 
Restriktionsenzymen verdaut. Als Positivkontrolle wurde das Plasmid pHReGFPplac mit 
verdaut. Die erhaltenen Restriktionsfragmente aller getesteten Proben entsprachen den 
Erwartungen und bestätigten, dass das Plasmid pHReGFPplac erfolgreich in die beiden VF39 
genta lacI- Stämme transferiert wurde. Abbildung C3.1.1 zeigt das Ergebnis der Restriktion 
mit Ecl136II. 
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8000 bp
LM1 2 3 4 5 6 7
 
Abbildung C3.1.1: Restriktion von pHReGFPplac aus VF39 genta lacI 7/1 und VF39 genta lacI 9/1 mit 
Ecl136II 
LM: Längenmarker (1kb DNA Ladder),  
1-2: pHReGFPplac aus VF39 genta lacI 9/1,  
3: Positivkontrolle,  
4 -7: pHReGFPplac aus VF39 genta lacI 7/1 
 
Für die späteren Kreuzungsversuche wurde von beiden Varianten des VF39 genta lacI mit 
dem Plasmid jeweils eine Probe ausgewählt: 
VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) und 
VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplac) 
 
3.2 Konstruktion von VF39 genta lacI(pHReGFPplacIAA) 
Wie alle anderen Plasmide wurde auch pHReGFPplacIAA durch Filterkreuzung in die beiden 
VF39 genta lacI-Stämme übertragen. Allerdings war auch hier - wie bei pHReGFPplac – der 
Helfer DH5α(RP4-4) für die Plasmidmobilisierung notwendig.  
Die Kreuzungsansätze wurden auf TY-Platten mit Streptomycin, Gentamycin und Neomycin 
ausplattiert, um auf VF39 genta lacI mit pHReGFPplacIAA zu selektieren. Einige der 
gewachsenen Kolonien (für jede Variante des VF39 genta lacI) wurden sowohl in einer PCR 
(mit den Primern „tms2 for“ und „tms2 rev“, s. Tab. B18.1) als auch in einem 
Restriktionsverdau mit dem „double cutter“ BglII getestet. Als Positivkontrolle diente 
pHReGFPplacIAA. Mit Ausnahme der Probe 5 stimmten die Banden aller getesteten Proben 
mit den Banden der Positivkontrolle überein und erbrachten die erwarteten Fragmente (s. 
Abb. C3.2.1). Das bedeutet, dass das Plasmid pHReGFPplacIAA sowohl in VF39 genta lacI 
7/1 als auch in VF39 genta lacI 9/1 vorhanden ist. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 LM
8000 bp
4000 bp
 
Abbildung C3.2.1: Restriktion von pHReGFPplacIAA aus VF39 genta lacI 7/1 und VF39 genta lacI 9/1 
mit Ecl136II 
LM: Längenmarker (1kb DNA Ladder), 
1-3: pHReGFPplacIAA aus VF39 genta lacI 7/1,  
4 -7: pHReGFPplacIAA aus VF39 genta lacI 9/1, 
8: Positivkontrolle 
 
Gleichzeitig wurde mit den Flüssigkulturen ein Salkowski-Test durchgeführt. Diejenigen 
Proben, die in der PCR, der Restriktion und dem Salkowski-Test positiv waren, wurden zur 
Sicherheit noch einmal in einer PCR überprüft. In dieser letzten PCR ergaben alle 
eingesetzten Proben das richtige Produkt und waren damit definitiv als richtig bestätigt. 
Für die späteren Kreuzungsversuche wurde von beiden Varianten des VF39 genta lacI mit 
dem Plasmid jeweils eine Probe ausgewählt: 
VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) und 
VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) 
 
3.3 Konstruktion von VF39 genta lacI(pJPeGFPplac) 
Wie bei der Mobilisierung der anderen Plasmide wurde zuerst der E. coli-Stamm S17-1 mit 
pJPeGFPplac transformiert, um eine Plasmidmobilisierung zu ermöglichen. Die 
Transformationsansätze wurden auf LB-Platten mit Tetrazyklin ausgestrichen, um auf E. coli-
Zellen mit dem Plasmid zu selektieren. Um zu kontrollieren, ob die gewachsenen Kolonien 
das Plasmid enthielten, wurden die Platten unter blauem Licht betrachtet. Alle Kolonien 
zeigten grüne Fluoreszenz. Dadurch war die Aufnahme des Plasmids bestätigt. Aus zwei der 
Kolonien wurden Flüssigkulturen angezogen und daraus die Plasmid-DNA isoliert. Die DNA 
wurde in mehreren Restriktionen getestet. Die erhaltenen DNA-Banden bestätigten, dass die 
Zellen das pJPeGFPplac enthielten. 
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Dann wurde das Plasmid pJPeGFPplac durch Filterkreuzung in die beiden VF39 genta lacI-
Stämme transferiert. Die Kreuzungsansätze wurden auf TY-Platten mit Streptomycin, 
Gentamycin und Tetrazyklin ausplattiert, so dass auf VF39 genta lacI - Zellen mit 
pJPeGFPplac selektiert wurde. Von jeder Kreuzung wurde aus einigen der gewachsenen 
Kolonien die Plasmid-DNA isoliert und mit BglII verdaut (s. Abb. C3.3.1). Als 
Positivkontrolle wurde pJPeGFPplac mit verdaut. Nach Auftrennung der 
Restriktionsfragmente in einem Agarosegel zeigte sich, dass die erhaltenen Banden aller 
getesteten Proben mit den Banden der Positivkontrolle übereinstimmten, was bedeutet, dass 
das Plasmid pJPeGFPplac in allen getesteten VF39 genta lacI vorhanden ist. 
 
 
Für die späteren Kreuzungsversuche wurde von beiden VF39 genta lacI-Stämmen mit dem 
Plasmid jeweils eine Probe ausgewählt: 
VF39 genta lacI 7/1(pJPeGFPplac) und 
VF39 genta lacI 9/1(pJPeGFPplac) 
 
3.4 Konstruktion von VF39 genta lacI(pJPeGFPplacIAA) 
Auch dieses Plasmid wurde aus dem E. coli-Stamm S17-1 durch Filterkreuzung in die beiden 
Varianten des VF39 genta lacI transferiert. 
Die Kreuzungsansätze wurden auf TY-Platten mit Streptomycin, Gentamycin und Tetrazyklin 
ausplattiert, um auf VF 39 genta lacI - Zellen mit pJPeGFPplacIAA zu selektieren. Von jeder 
Kreuzung (beide VF39 genta lacI-Stämme) wurden aus einigen Kolonien Flüssigkulturen 
10 kb
LM1 2 3 4 5 6 7
 
Abbildung C3.3.1: Restriktion von pJPeGFPplac aus VF39 genta lacI 7/1 mit BglII 
LM: Längenmarker (1kb DNA Ladder), 1-6: pJPeGFPplac aus VF39 genta lacI 7/1, 7: Positivkontrolle 
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angezogen, woraus Plasmid-DNA isoliert wurde. Die Plasmid-DNA wurde in mehreren 
Restriktionen und einer PCR (mit den Primern „tms2 for“ und „tms2 rev“, s. Tab. B18.1) 
überprüft. Alle getesteten Proben ergaben ein PCR-Produkt der erwarteten Länge von etwa 
1000 bp. Außerdem wurde mit den Flüssigkulturen ein Salkowski-Test durchgeführt, um eine 
mögliche Auxinproduktion der Zellen nachzuweisen. Das Ergebnis dieses Tests war nicht 
überall eindeutig, was vermutlich darauf zurückzuführen ist, dass das Plasmid zu den „low-
copy“-Plasmiden gehört und die Zellen mit dem Plasmid deshalb nur wenig IAA produzieren. 
Für beide Varianten des VF39 genta lacI wurde eine Probe ausgewählt, die in die 
Kreuzungsversuche eingesetzt wurde. Ergebnis: 
VF39 genta lacI 7/1(pJPeGFPplacIAA) und 
VF39 genta lacI 9/1(pJPeGFPplacIAA) 
 
4. Plasmidtransfer in vitro 
 
Mit allen konstruierten VF39-Stämmen wurden zuerst Filterkreuzungen durchgeführt. Als 
Rezipienten wurden Rhizobium tropici CIAT 899 und Sinorhizobium meliloti 2011 
ausgewählt. Beide sind mit Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 nah verwandt, so dass 
die Chance einer Plasmidübertragung aus VF39 in einen dieser Stämme höher ist als bei 
anderen, weniger nah verwandten Bakterien. Generell ist ein Transfer umso wahrscheinlicher, 
je näher Donor und Rezipient mit einander verwandt sind. Beispielsweise detektierten Ramos-
Gonzales et al. (1991) zwischen verschiedenen Pseudomonas putida-Stämmen einen 
Plasmidtransfer von 10-1, zwischen Pseudomonas putida und Pseudomonas aeruginosa eine 
Transferfrequenz von 10-2 und  zwischen Pseudomonas putida und Alcaligenes sp. nur eine 
Frequenz von unter 10-7. Vergleichbare Ergebnisse erhielten Nancharaiah et al. (2003), die 
zwischen zwei Pseudomonas putida-Stämmen ebenfalls einen Plasmidtransfer von 10-1 
detektierten, zwischen Pseudomonas putida und Serratia ficaria jedoch nur eine Transferrate 
von 10-5.  
Die Methode der Filterkreuzung wurde für die ersten Kreuzungsversuche benutzt, weil dabei 
die Zelldichte der Donor- und Rezipientenzellen auf der Filterfläche sehr hoch ist, wodurch 
die Chance eines Zusammentreffens von Donor und Rezipient mit nachfolgendem 
Plasmidtransfer besonders groß ist.  
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Zusätzlich zu den Kreuzungen, in denen Donor- und Rezipientenstämme miteinander 
gekreuzt wurden, wurden Transformationstests durchgeführt, bei denen jeweils die isolierte 
Plasmid-DNA mit jedem der beiden Rezipienten „gekreuzt“ wurde.  
Dadurch sollte überprüft werden, ob die Rezipienten die Plasmide durch Transformation 
aufnehmen können, um bei einem eventuellen Plasmidtransfer in den späteren Kreuzungen 
sicher sein zu können, dass die Plasmide durch Konjugation und nicht durch Transformation 
in die Rezipienten aufgenommen wurden. Ein Plasmiderwerb von einem der beiden 
Rezipienten durch Transformation wurde zwar als sehr unwahrscheinlich eingestuft, weil 
keiner der beiden Stämme eine natürliche Kompetenz besitzt, trotzdem sollte diese 
Möglichkeit überprüft und damit ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse dieser 
Transformationstests waren in allen Fällen negativ und bestätigen damit die Erwartungen, 
dass weder R. tropici CIAT 899 noch S. meliloti 2011 durch Transformation DNA aufnehmen 
können.  
Die Durchführung der Kreuzungen erfolgte wie im Methodenteil unter „Filterkreuzungen“ 
beschrieben. Die eingesetzten Kulturen hatten eine durchschnittliche o.D.580 von 0,7, was bei 
Rhizobien einer Zellzahl von 7 x 108 Zellen /ml entspricht (s. Kapitel B, Punkt 6.). Bei davon 
abweichenden Werten wurde darauf geachtet, dass Donor- und Rezipientenkultur einer 
Kreuzung eine ähnliche o.D.580 hatten und damit auch ähnliche Zellzahlen. Die 
Ausgangszellzahlen der Kreuzungen lagen bei ca. 7 x 108 Rezipientenzellen und 3,5 x 108 
Donorzellen, da jeweils 1 ml der Rezipientenkultur und 0,5 ml der Donorkultur eingesetzt 
wurde. 
Zur besseren Übersichtlichkeit sind im Folgenden die durchgeführten Kreuzungen aufgelistet: 
 
pHReGFPplac-Kreuzungen 
VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011 
VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011 
pHReGFPplac x R. tropici CIAT 899 
pHReGFPplac x S. meliloti 2011 
 
pHReGFPplacIAA-Kreuzungen 
VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011 
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VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011 
pHReGFPplacIAA x R. tropici CIAT 899 
pHReGFPplacIAA x S. meliloti 2011 
 
pJPeGFPplac-Kreuzungen 
VF39 genta lacI 7/1(pJPeGFPplac) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 7/1(pJPeGFPplac) x S. meliloti 2011 
VF39 genta lacI 9/1(pJPeGFPplac) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 9/1(pJPeGFPplac) x S. meliloti 2011 
pJPeGFPplac x R. tropici CIAT 899 
pJPeGFPplac x S. meliloti 2011 
 
pJPeGFPplacIAA-Kreuzungen 
VF39 genta lacI 7/1(pJPeGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 7/1(pJPeGFPplacIAA) x S. meliloti 2011 
VF39 genta lacI 9/1(pJPeGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 9/1(pJPeGFPplacIAA) x S. meliloti 2011 
pJPeGFPplacIAA x R. tropici CIAT 899 
pJPeGFPplacIAA x S. meliloti 2011 
 
4.1 Ergebnisse der pHReGFPplac-Kreuzungen 
Bei den Kreuzungen „VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899“ und „VF39 
genta lacI 9/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899“ war das Ergebnis eindeutig: In beiden 
Fällen zeigten alle Kolonien, die auf den Transkonjugantenplatten wuchsen, grüne 
Fluoreszenz unter blauem Licht, während auf den Rezipientenplatten ausschließlich Kolonien 
wuchsen, die nicht fluoreszierten. Um sicherzugehen, dass die fluoreszierenden Kolonien auf 
den Transkonjugantenplatten das Plasmid tatsächlich enthielten, wurden von jeder Kreuzung 
vier Kolonien von den Transkonjugantenplatten gepickt und in einem Eckhardt-Gel überprüft 
(s. Abb. C4.1.1). Als Vergleich dienten S17-1(pHReGFPplac) (in Abb. C4.1.1 nicht zu sehen) 
und R. tropici CIAT 899. Das Ergebnis bestätigte, dass das Plasmid aus beiden 
Donorstämmen in den Rezipienten R. tropici transferiert worden war (Bande a). Der 
Vergleich der Megaplasmidbanden der gepickten Kolonien mit den Megaplasmidbanden des 
Rezipienten bestätigte, dass es sich bei sämtlichen gepickten Kolonien um den Rezipienten R. 
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tropici CIAT 899 handelte. Umgekehrt bestätigte der Vergleich mit S17-1(pHReGFPplac), 
dass die Kolonien das Plasmid enthielten. Das bedeutet, dass das Plasmid pHReGFPplac aus 
beiden Donorstämmen durch Konjugation in den Rezipienten R. tropici CIAT 899 übertragen 
wurde. Die Orientierung des lacI im Chromosom der Donorstämme hatte in diesem Fall 
keinerlei Auswirkung auf den Plasmidtransfer. 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 LM9
10 kb
a
*
 
Abbildung C4.1.1: Eckhardt-Gel nach pHReGFPplac-Filterkreuzungen 
1-4: fluoreszierende Kolonien der Kreuzung VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 
5-8: fluoreszierende Kolonien der Kreuzung VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 
9: Rezipient R. tropici CIAT 899 
LM: Längenmarker (1kb DNA Ladder) 
Bei allen getesteten Kolonien handelt es sich um den Rezipienten R. tropici CIAT 899 und alle enthalten das 
Plasmid pHReGFPplac (vgl. 1-8 mit 9) 
* Auf diese Bande wird in Kapitel D, Diskussion, Punkt 2.5, näher eingegangen. 
 
Bei den Kreuzungen „VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011“ und „VF39 
genta lacI 9/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011“ war das Ergebnis nicht so eindeutig. Auch 
bei diesen Kreuzungen wuchsen auf den Rezipientenplatten ausschließlich Kolonien, die 
keine Fluoreszenz unter Blaulicht zeigten. Auf den Transkonjugantenplatten wuchsen aber 
sowohl fluoreszierende als auch nicht fluoreszierende Kolonien, wobei die fluoreszierenden 
Kolonien allerdings deutlich überwogen. Es war anzunehmen, dass die fluoreszierenden 
Kolonien das Plasmid enthielten, während die nicht fluoreszierenden Kolonien eine 
Spontanresistenz gegenüber Neomycin erworben hatten. Um das zu überprüfen, wurden auch 
von diesen beiden Kreuzungen je vier Kolonien von den Transkonjugantenplatten gepickt, 
und zwar jeweils drei fluoreszierende Kolonien und eine nicht fluoreszierende. Die gepickten 
Kolonien wurden per Eckhardt-Lyse überprüft. Als Vergleich wurden S17-1(pHReGFPplac) 
und S. meliloti 2011 aufgetragen. Auch diesmal bestätigte der Vergleich der 
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Megaplasmidbanden, dass es sich bei allen überprüften Kolonien um den Rezipienten 
handelte. Der Vergleich mit S17-1(pHReGFPplac) zeigte, dass die Kolonien, welche unter 
Blaulicht fluoreszierten, das pHReGFPplac enthielten, während diejenigen, welche nicht 
fluoreszierten, das Plasmid nicht enthielten, was die Theorie der erworbenen Spontanresistenz 
erhärtete. 
Das Plasmid pHReGFPplac wurde also auch aus beiden Donorstämmen durch Konjugation in 
den Rezipienten S. meliloti 2011 übertragen. Die Orientierung des lacI im Chromosom der 
Donorstämme hatte auch in diesem Fall keine Auswirkung auf den Plasmidtransfer. 
Die durchschnittliche Frequenz des Plasmidtransfers (angegeben als Transkonjuganten/ 
Rezipienten) ist in Abbildung C4.1.2 gezeigt. Sie lag bei den beiden Kreuzungen mit R. 
tropici CIAT 899 als Rezipient bei 2,94 x 10-3 und 1,24 x 10-3 und bei den beiden Kreuzungen 
mit S. meliloti 2011 als Rezipient bei 2,04 x 10-4 und 2,92 x 10-4. Die Frequenzen bei den 
beiden Kreuzungen mit R. tropici CIAT 899 waren also sehr ähnlich und unterschieden sich 
um eine Zehnerpotenz von den Frequenzen der beiden Kreuzungen mit dem Rezipienten S. 
meliloti 2011, die ebenfalls sehr nah aneinander lagen. Wegen der hohen 
Standardabweichungen ist die Aussagekraft dieser Ergebnisse aber eher gering.  
Die Berechnung der angegebenen Frequenzen ist in Kapitel B, Material und Methoden, unter 
Punkt 23 beschrieben. 
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Abbildung C4.1.2: Transferfrequenzen von pHReGFPplac in den Filterkreuzungen  
 
In Tabelle C4.1.1 sind die Ergebnisse der pHReGFPplac-Filterkreuzungen zur besseren 
Übersichtlichkeit zusammengefasst. Die Angaben „KBE Rezipient/ml“ und „KBE 
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Transkonjugant/ml“ beziehen sich auf die durchschnittliche KBE-Anzahl nach den 
Kreuzungen (Mittelwert aus 3 Werten bei den Rezipienten und aus 9 Werten bei den 
Transkonjuganten). 
Tabelle C4.1.1: Ergebnisse der pHReGFPplac-Filterkreuzungen 
Donor Rezipient KBE
a
 
Rezipient/ml 
KBE a 
Transkonjugant/ml 
Mittelwert 
Frequenz 
(T/R) b 
Standard- 
Abweichung 
Frequenz 
pHReGFPplac R. tropici CIAT 899 1,98 x 10
9
 - - - 
pHReGFPplac S. meliloti 2011 7,60 x 10
9
 - - - 
VF39 genta lacI 7/1 
(pHReGFPplac) 
R. tropici 
CIAT 899 1,00 x 10
8
 3,15 x 105 2,94 x 10-3 1,61 x 10-3 
VF39 genta lacI 7/1 
(pHReGFPplac) 
S. meliloti 
2011 4,73 x 10
9
 9,68 x 105 2,04 x 10-4 8,99 x 10-5 
VF39 genta lacI 9/1 
(pHReGFPplac) 
R. tropici 
CIAT 899 6,67 x 10
7
 5,37 x 104 1,24 x 10-3 6,19 x 10-4 
VF39 genta lacI 9/1 
(pHReGFPplac) 
S. meliloti 
2011 1,69 x 10
9
 4,69 x 105 2,92 x 10-4 1,30 x 10-4 
a
 Kolonie bildende Einheiten 
b
 T = Transkonjuganten; R = Rezipienten 
 
Die Transformationstests verliefen in allen Fällen negativ. Auf den Transkonjugantenplatten 
der Transformation „pHReGFPplac x R. tropici CIAT 899” wurde kein Wachstum 
beobachtet. Auf den Transkonjugantenplatten der Transformation „pHReGFPplac x S. 
meliloti 2011“ wuchsen etliche Kolonien, die aber alle nicht fluoreszierten unter Anregung 
mit blauem Licht. Das wies darauf hin, dass die Zellen nicht das Plasmid pHReGFPplac 
enthielten, sondern dass S. meliloti 2011 eine Spontanresistenz gegenüber Nm entwickelt 
hatte und deshalb auf den Transkonjugantenplatten wuchs. Um sicherzugehen, dass diese 
Zellen das Plasmid tatsächlich nicht enthielten, wurden vier zufällig ausgewählte Kolonien 
gepickt und in einem Eckhardt-Gel auf ihren Plasmidgehalt hin überprüft (s. Abb.C4.1.3). Als 
Vergleich wurden S17-1(pHReGFPplac) und S. meliloti 2011 aufgetragen. Der Vergleich mit 
S17-1(pHReGFPplac) bestätigte, dass keine der gepickten Kolonien das pHReGFPplac 
enthielt. Gleichzeitig bestätigte der Vergleich der Megaplasmidbande von S. meliloti 2011 mit 
denen der gepickten Kolonien, dass es sich in allen vier Fällen um den Rezipienten handelte. 
Somit war das Ergebnis der Transformationstests wie erwartet: Keiner der beiden Rezipienten 
hatte das Plasmid durch Transformation erworben.  
 
ERGEBNISSE 
 71 
1 2 3 4 5 6
 
Abbildung C4.1.3: Eckhardt-Gel nach pHReGFPplac-Filterkreuzungen 
1: Rezipient S. meliloti 2011 
2: S17-1(pHReGFPplac) 
3 - 6: Kolonien der Kreuzung „pHReGFPplac x S. meliloti 2011“ 
Bei allen getesteten Kolonien handelt es sich um den Rezipienten S. meliloti 2011 (vgl 3-6 mit 1), aber keine 
enthält das Plasmid pHReGFPplac (vgl. 3-6 mit 2) 
 
4.2 Ergebnisse der pHReGFPplacIAA-Kreuzungen 
Bei den Kreuzungen „VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011“ und „VF39 
genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011“ ergab sich das gleiche Bild wie bei den 
entsprechenden Kreuzungen mit pHReGFPplac. Auf den Rezipientenplatten befanden sich 
ausschließlich Kolonien ohne Fluoreszenz, während auf den Transkonjugantenplatten sowohl 
fluoreszierende als auch nicht fluoreszierende Kolonien wuchsen. Auch hier wurden wieder 
von jeder Kreuzung vier Kolonien gepickt (je drei fluoreszierende Kolonien und eine nicht 
fluoreszierende Kolonie) und in einem Eckhardt-Gel überprüft. Das Ergebnis war wie 
erwartet: in allen Fällen handelte es sich um S. meliloti 2011, und die fluoreszierenden 
Kolonien enthielten das pHReGFPplacIAA, während die nicht fluoreszierenden Kolonien es 
nicht enthielten. Das pHReGFPplacIAA war also wie das pHReGFPplac aus beiden 
Donorstämmen in S. meliloti 2011 übertragen worden. 
Ein unerwartetes Ergebnis zeigten die Kreuzungen mit dem Rezipienten R. tropici CIAT 899: 
Während auf den Transkonjugantenplatten der Kreuzung „VF39 genta lacI 
9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899“ wie erwartet nur fluoreszierende Kolonien 
wuchsen, befanden sich auf den Transkonjugantenplatten der Kreuzung „VF39 genta lacI 
7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899“ nur Kolonien ohne Fluoreszenz. Die 
Überprüfung von wieder je vier Kolonien in einem Eckhardt-Gel (Abb. C4.2.1) zeigte, dass 
auch hier wieder die Kolonien mit Fluoreszenz das Konstrukt enthielten (Bande a), während 
es den Kolonien ohne Fluoreszenz fehlte. In allen acht Fällen handelte es sich um R. tropici 
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CIAT 899. Aus VF39 genta lacI 9/1 war das Plasmid also in den Rezipienten R. tropici 
transferiert worden, während es aus VF39 genta lacI 7/1 nicht übertragen worden war. In 
diesem Fall hatte die Orientierung des lacI im Chromosom des Donors also offensichtlich 
eine Bedeutung für den Plasmidtransfer. 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 LM
10 kb
*
a
 
Abbildung C4.2.1: Eckhardt-Gel nach pHReGFPplacIAA-Filterkreuzungen 
1-4: Kolonien der Kreuzung VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 (ohne Fluoreszenz) 
5-8: fluoreszierende Kolonien der Kreuzung VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
9: Rezipient R. tropici CIAT 899 
LM: Längenmarker (1kb DNA Ladder) 
* Auf diese Bande wird in Kapitel D, Diskussion, Punkt 2.5, näher eingegangen. 
Bei allen getesteten Kolonien handelt es sich um den Rezipienten R. tropici CIAT 899. Alle getesteten Kolonien 
der Kreuzung VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 haben das Plasmid  
pHReGFPplacIAA, während keine der getesteten Kolonien der Kreuzung VF39 genta lacI 
7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 das Plasmid besitzt. (vgl. 1-8 mit 9) 
 
 
Abbildung C4.2.2 zeigt die durchschnittliche Frequenz des Plasmidtransfers (angegeben als 
Transkonjuganten/ Rezipienten). Aus VF39 genta lacI 7/1 ist das Plasmid nicht in R. tropici 
CIAT 899 übertragen worden und nur mit einer Frequenz von 1,67 x 10-7 in S. meliloti 2011. 
Bei den beiden Kreuzungen mit VF39 genta lacI 9/1 als Donor lagen die Frequenzen mit 1,97 
x 10-6 und 5,48 x 10-6 höher, jedoch immer noch deutlich unter den Frequenzen der 
pHReGFPplac-Filterkreuzungen. Auch hier sind aber die Standardabweichungen so groß, 
dass die Aussagekraft der Ergebnisse nicht allzu hoch ist. 
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Abbildung C4.2.2: Transferfrequenzen von pHReGFPplacIAA in den Filterkreuzungen 
 
Tabelle C4.2.1 fasst die Ergebnisse der pHReGFPplacIAA-Filterkreuzungen noch einmal 
zusammen. 
 
Tabelle C4.2.1: Ergebnisse der pHReGFPplacIAA-Filterkreuzungen 
Donor Rezipient KBE
a
 
Rezipient/ml 
KBE a 
Transkonjugant/ 
ml 
Mittelwert 
Frequenz 
(T/R) b 
Standard- 
Abweichung 
Frequenz 
pHReGFPplacIAA R. tropici CIAT 899 3,97 x 10
9
 - - - 
pHReGFPplacIAA S. meliloti 2011 6,77 x 10
9
 - - - 
VF39 genta lacI 7/1 
(pHReGFPplacIAA) 
R. tropici 
CIAT 899 4,67 x 10
8
 - - - 
VF39 genta lacI 7/1 
(pHReGFPplacIAA) 
S. meliloti 
2011 1,20 x 10
10
 2,00 x 103 1,67 x 10-7 1,00 x 10-7 
VF39 genta lacI 9/1 
(pHReGFPplacIAA) 
R. tropici 
CIAT 899 4,67 x 10
8
 2,56 x 103 5,48 x 10-6 2,54 x 10-6 
VF39 genta lacI 9/1 
(pHReGFPplacIAA) 
S. meliloti 
2011 1,20 x 10
10
 2,48 x 104 1,97 x 10-6 1,25 x 10-6 
a
 Kolonie bildende Einheiten 
b
 T = Transkonjuganten; R = Rezipienten 
 
Wie das Plasmid pHReGFPplac wurde dieses Konstrukt von keinem der beiden Rezipienten 
durch Transformation aufgenommen. Auf den Transkonjugantenplatten der Transformation 
„pHReGFPplacIAA x R. tropici CIAT 899“ wuchsen keine Kolonien. Auf den 
Transkonjugantenplatten der Transformation „pHReGFPplacIAA x S. meliloti 2011“ wuchsen 
Kolonien, die aber nicht fluoreszierten. Wieder wurden sicherheitshalber vier Kolonien in 
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einem Eckhardt-Gel überprüft. Hierbei wurde bestätigt, dass es sich in allen Fällen um den 
Rezipienten ohne das Konstrukt handelte. 
 
4.3 Ergebnisse der pJPeGFPplac-Kreuzungen 
Das Plasmid pJPeGFPplac war bei keiner der vier Kreuzungen transferiert worden. Selbst 
nach Ausplattieren der unverdünnten Kreuzungsansätze wuchsen auf keiner der 
Transkonjugantenplatten Kolonien. Auf den Transkonjugantenplatten der 
Transformationstests wuchsen ebenfalls keine Kolonien, was bedeutet, dass das Plasmid von 
keinem der beiden Rezipienten durch Transformation aufgenommen wurde.  
Auf den Rezipientenplatten wuchsen wie erwartet ausschließlich Kolonien ohne Fluoreszenz. 
Die KBE-Zahlen der Rezipienten pro ml lagen zwischen 3,47 x 108 und 2,83 x 109 und 
entsprachen damit den Rezipientenzahlen der Kreuzungen mit den anderen Plasmiden.  
 
4.4 Ergebnisse der pJPeGFPplacIAA-Kreuzungen 
Auch die vier Kreuzungen mit diesem Konstrukt verliefen negativ. Auf den 
Transkonjugantenplatten der Kreuzungen mit S. meliloti 2011 als Rezipient war kein 
Wachstum. Auf den Transkonjugantenplatten der Kreuzungen mit dem Rezipienten R. tropici 
CIAT 899 waren einige wenige Kolonien, von denen aber nur zwei unter Blaulicht 
fluoreszierten: eine bei der Kreuzung „VF39 genta lacI 7/1(pJPeGFPplacIAA) x R. tropici 
CIAT 899“ und eine bei der Kreuzung „VF39 genta lacI 9/1(pJPeGFPplacIAA) x R. tropici 
CIAT 899“. Die beiden fluoreszierenden Kolonien und zwei der nicht fluoreszierenden 
Kolonien wurden gepickt und mehrfach überprüft. Zuerst wurde versucht, die Plasmid-DNA 
aus den daraus angezogenen Flüssigkulturen zu isolieren und zu verdauen, um zu testen, ob 
das pJPeGFPplacIAA in den Zellen enthalten war. In allen vier Fällen konnte jedoch keine 
Plasmid-DNA isoliert werden. Ein Salkowski-Test mit den Flüssigkulturen verlief ebenfalls 
negativ. Zum Schluss wurde eine Eckhardt-Lyse durchgeführt. Als Vergleich dienten S17-
1(pJPeGFPplacIAA) und R. tropici CIAT 899. Die Banden der beiden fluoreszierenden 
Kolonien entsprachen weder den Megaplasmidbanden des Rezipienten noch der 
pJPeGFPplacIAA-Bande des S17-1(pJPeGFPplacIAA). Das bedeutet, dass diese Kolonien 
keine R. tropici-Zellen waren und auch das Konstrukt nicht enthielten. Das 
Megaplasmidmuster der nicht fluoreszierenden Kolonien stimmte mit dem des Rezipienten 
überein, aber die Bande des pJPeGFPplacIAA fehlte. Folglich handelte es sich bei diesen 
Kolonien um R. tropici CIAT 899, der aber das Konstrukt nicht enthielt, sondern vermutlich 
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eine Spontanresistenz gegenüber Tetrazyklin entwickelt hatte und deshalb auf den 
Transkonjugantenplatten wachsen konnte. Das Konstrukt pJPeGFPplacIAA war also wie das 
Plasmid pJPeGFPplac in keinem Fall transferiert worden. 
Wie erwartet wurde das Konstrukt pJPeGFPplacIAA auch durch Transformation von keinem 
der beiden Rezipienten aufgenommen. Bei den Transformationstests gab es keinerlei 
Wachstum auf den Transkonjugantenplatten. Auf den Rezipientenplatten wuchsen wie 
gewohnt Kolonien ohne Fluoreszenz. Die KBE-Zahlen der Rezipienten pro ml lagen 
zwischen 4,00 x 108 und 6,17 x 109, was den Rezipientenzahlen der Kreuzungen mit den 
anderen Plasmiden entsprach.  
 
5. Plasmidtransfer in sterilem Boden 
 
Nachdem sich in den Filterkreuzungen gezeigt hatte, dass die Plasmide pHReGFPplac und 
pHReGFPplacIAA aus VF39 genta lacI durch Konjugation in R. tropici CIAT 899 und S. 
meliloti 2011 transferierbar sind, wurde als nächstes getestet, ob diese Plasmide auch in 
sterilem Boden übertragen werden. 
Mit dem Plasmid pJPeGFPplacIAA wurden Testkreuzungen in sterilem Boden durchgeführt, 
obwohl es in den Filterkreuzungen nicht übertragen worden war. Für das Plasmid 
pJPeGFPplac wurden keine Bodenkreuzungen mehr durchgeführt. 
Weil sich in den Filterkreuzungen bestätigt hatte, dass keiner der beiden Rezipienten 
irgendeines der Plasmide durch Transformation aufnimmt, wurden die Transformationstests 
im Boden nicht mehr wiederholt. 
Zur besseren Übersichtlichkeit sind die durchgeführten Kreuzungen im Folgenden aufgelistet: 
 
pHReGFPplac-Kreuzungen 
VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011 
VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011 
 
pHReGFPplacIAA-Kreuzungen 
VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011 
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VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011 
 
pJPeGFPplacIAA-Kreuzungen 
VF39 genta lacI 7/1(pJPeGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 7/1(pJPeGFPplacIAA) x S. meliloti 2011 
VF39 genta lacI 9/1(pJPeGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
VF39 genta lacI 9/1(pJPeGFPplacIAA) x S. meliloti 2011 
 
Der verwendete Boden sowie dessen Vorbehandlung sind in Kapitel B, Material und 
Methoden, unter Punkt 24 beschrieben; die Durchführung der Kreuzungen ist in Punkt 25 
erläutert. 
Die Transkonjuganten- und Rezipientenplatten waren die gleichen wie bei den 
entsprechenden Filterkreuzungen (s. Kapitel B, Punkt 23). Die eingesetzten Kulturen hatten 
wie bei den Filterkreuzungen eine durchschnittliche o.D.580 von 0,7, enthielten also etwa 7 x 
108   Zellen /ml. Da je 1 ml der Rezipientenkulturen und 0,5 ml der Donorkulturen eingesetzt 
wurden, lagen die Ausgangszellzahlen bei ca. 7 x 108 Rezipientenzellen und 3,5 x 108 
Donorzellen. 
Da bei den als erstes durchgeführten Kreuzungen (pJPeGFPplacIAA) der Boden trotz 
dreimaligen Autoklavierens im Abstand von je ca. 24 Stunden nicht steril war und starkes 
Fremdwachstum die Auswertung der Kreuzungen erschwerte, wurde der Boden für die 
anderen Kreuzungen jeweils fünfmal autoklaviert. 
 
5.1 Ergebnisse der pHReGFPplac-Kreuzungen 
Die Ergebnisse dieser Kreuzungen glichen den Ergebnissen der entsprechenden 
Filterkreuzungen: Das Plasmid wurde in allen vier Kreuzungen übertragen. Auf allen 
Transkonjugantenplatten der Kreuzungen mit  R. tropici CIAT 899 wuchsen ausschließlich 
Kolonien, die unter Anregung mit blauem Licht grün fluoreszierten, während auf den 
Transkonjugantenplatten der Kreuzungen mit S. meliloti 2011 sowohl Kolonien mit als auch 
Kolonien ohne Fluoreszenz wuchsen. Auf sämtlichen Rezipientenplatten wuchsen 
ausschließlich Kolonien ohne Fluoreszenz.  
Abbildung C5.1.1 zeigt die durchschnittliche Frequenz des Plasmidtransfers (angegeben als 
Transkonjuganten/ Rezipienten). Am niedrigsten war die Frequenz bei den beiden 
Kreuzungen mit VF39 genta lacI 9/1 als Donor, nämlich 1,62 x 10-7 und 2,26 x 10-7. Bei den 
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beiden Kreuzungen mit VF39 genta lacI 7/1 als Donor lagen die Werte höher: 1,48 x 10-6 bei 
der Kreuzung mit R. tropici CIAT 899 und 4,36 x 10-6 bei der Kreuzung mit S. meliloti 2011.  
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Abbildung C5.1.1: Transferfrequenzen von pHReGFPplac in den Bodenkreuzungen 
 
Tabelle C5.1.1 fasst die Ergebnisse der pHReGFPplac-Kreuzungen in sterilem Boden 
zusammen. Die Angaben „KBE Rezipient/ml“ und „KBE Transkonjugant/ml“ beziehen sich 
auf die durchschnittliche KBE-Anzahl nach den Kreuzungen (Mittelwert aus 3 Werten bei 
den Rezipienten und aus 9 Werten bei den Transkonjuganten). 
 
Tabelle C5.1.1: Ergebnisse der pHReGFPplac-Bodenkreuzungen 
Donor Rezipient 
KBEa 
Rezipient/ 
ml 
KBEa 
Transkonjugant/ 
ml 
Mittelwert 
Frequenz 
(T/R)b 
Standard- 
Abweichung 
Frequenz 
VF39 genta lacI 7/1 
(pHReGFPplac) 
R. tropici 
CIAT 899 1,70 x 10
8
 2,51 x 102 1,48 x 10-6 1,86 x 10-7 
VF39 genta lacI 7/1 
(pHReGFPplac) 
S. meliloti 
2011 3,03 x 10
8
 1,32 x 103 4,36 x 10-6 1,76 x 10-6 
VF39 genta lacI 9/1 
(pHReGFPplac) 
R. tropici 
CIAT 899 3,47 x 10
8
 6,00 x 101 1,62 x 10-7 1,35 x 10-7 
VF39 genta lacI 9/1 
(pHReGFPplac) 
S. meliloti 
2011 1,06 x 10
9
 2,40 x 102 2,26 x 10-7 3,86 x 10-8 
a
 Kolonie bildende Einheiten 
b
 T = Transkonjuganten; R = Rezipienten 
 
In Tabelle C5.1.2 sind die KBE der Transkonjuganten und Rezipienten bezogen auf ein 
Gramm Bodentrockengewicht zusammengefasst. Die Angaben „KBE/g TG“ beziehen sich 
ERGEBNISSE 
 78 
ebenso wie die Angaben „KBE Rezipient/ml“ und „KBE Transkonjugant/ml“ auf die 
durchschnittliche KBE-Anzahl nach den Kreuzungen (Mittelwert aus 3 Werten bei den 
Rezipienten und aus 9 Werten bei den Transkonjuganten). 
Tabelle C5.1.2: Transkonjuganten und Rezipienten der pHReGFPplac-Bodenkreuzungen bezogen auf 1 g 
Trockengewicht 
Donor Rezipient KBE
a
 Transkonjugant/ 
g TGb KBE
a
 Rezipient / g TGb 
VF39 genta lacI 7/1  
(pHReGFPplac) R. tropici CIAT 899 5,40 x 10
1
 3,66 x 107 
VF39 genta lacI 7/1  
(pHReGFPplac) S. meliloti 2011 2,84 x 10
2
 6,52 x 107 
VF39 genta lacI 9/1  
(pHReGFPplac) R. tropici CIAT 899 1,29 x 10
1
 7,46 x 107 
VF39 genta lacI 9/1  
(pHReGFPplac) S. meliloti 2011 5,16 x 10
1
 2,28 x 108 
a
 Kolonie bildende Einheiten 
b
 TG = Trockengewicht 
 
5.2 Ergebnisse der pHReGFPplacIAA-Kreuzungen 
Auch bei diesen Kreuzungen glichen die Ergebnisse denen der entsprechenden 
Filterkreuzungen: Das Konstrukt wurde aus dem Donor VF39 genta lacI 
9/1(pHReGFPplacIAA) sowohl in S. meliloti 2011 transferiert als auch in R. tropici CIAT 
899. Aus dem Donor VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) wurde es – wie in den 
Filterkreuzungen – nur in S. meliloti 2011 übertragen. 
In Abbildung C5.2.1 sind die Frequenzen der verschiedenen pHReGFPplacIAA-Kreuzungen 
in sterilem Boden dargestellt. Die niedrigste Frequenz (abgesehen von der „0-Frequenz“ bei 
der Kreuzung „VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899“) mit 2,02 x 
10-7 ergab die Kreuzung „VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899“, 
die in den pHReGFPplacIAA-Filterkreuzungen die höchste Frequenz erreicht hatte. Die 
höchste Frequenz ergab die Kreuzung „VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 
2011“ mit 3,52 x 10-6.  
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Abbildung C5.2.1: Transferfrequenzen von pHReGFPplacIAA in den Bodenkreuzungen 
 
In Tabelle C5.2.1 sind die Ergebnisse der pHReGFPplacIAA-Kreuzungen in sterilem Boden 
zusammengefasst. 
 
Tabelle C5.2.1: Ergebnisse der pHReGFPplacIAA-Bodenkreuzungen 
Donor Rezipient KBE
a
 
Rezipient/ml 
KBE a 
Transkonjugant/ml 
Mittelwert 
Frequenz 
(T/R) b 
Standard- 
Abweichung 
Frequenz 
VF39 genta lacI 7/1  
(pHReGFPplacIAA) 
R. tropici 
CIAT 899 9,33 x 10
7
 - - - 
VF39 genta lacI 7/1 
(pHReGFPplacIAA) 
S. meliloti 
2011 1,03 x 10
8
 1,22 x 102 1,19 x 10-6 8,17 x 10-7 
VF39 genta lacI 9/1  
(pHReGFPplacIAA) 
R. tropici 
CIAT 899 9,33 x 10
7
 1,89 x 101 2,02 x 10-7 1,97 x 10-7 
VF39 genta lacI 9/1 
(pHReGFPplacIAA) 
S. meliloti 
2011 1,03 x 10
8
 3,55 x 102 3,52 x 10-6 2,24 x 10-6 
a
 Kolonie bildende Einheiten 
b
 T = Transkonjuganten; R = Rezipienten 
 
Tabelle C5.2.2 zeigt die KBE der Transkonjuganten und Rezipienten bezogen auf ein Gramm 
Bodentrockengewicht. 
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Tabelle C5.2.2: Transkonjuganten und Rezipienten der pHReGFPplacIAA-Bodenkreuzungen bezogen 
auf 1 g Trockengewicht 
Donor Rezipient KBE
 a
 Transkonjugant/ 
g TGb 
KBEa Rezipient / g 
TGb 
VF39 genta lacI 7/1  
(pHReGFPplacIAA) R. tropici CIAT 899 - 2,01 x 10
7
 
VF39 genta lacI 7/1  
(pHReGFPplacIAA) S. meliloti 2011 2,63 x 10
1
 2,21 x 107 
VF39 genta lacI 9/1  
(pHReGFPplacIAA) R. tropici CIAT 899 4,06 x 10
0
 2,01 x 107 
VF39 genta lacI 9/1  
(pHReGFPplacIAA) S. meliloti 2011 7,63 x 10
1
 2,21 x 107 
a
 Kolonie bildende Einheiten 
b
 TG = Trockengewicht 
 
5.3 Ergebnisse der pJPeGFPplacIAA-Kreuzungen 
Wie schon in den Filterkreuzungen wurde dieses Konstrukt in keiner Kreuzung transferiert. 
Damit war die Vermutung bestätigt, dass ein Plasmid, welches schon in einer Filterkreuzung 
nicht übertragen wird, auch in einer Bodenkreuzung nicht übertragen wird.  
Die Rezipientenzahlen (KBE Rezipient/ml) lagen bei den Kreuzungen mit R. tropici bei 3,70 
x 109 und 9,33 x 108, was den Werten der Kreuzungen mit den anderen Plasmiden entspricht. 
Die Rezipientenplatten der Kreuzungen mit S. meliloti waren leider nicht auswertbar, weil der 
Boden trotz dreimaligen Autoklavierens vor den Kreuzungsversuchen im Abstand von jeweils 
etwa 24 Stunden nicht steril war, so dass etliche verschiedene Kolonien auf den Platten 
wuchsen und die Rezipienten nicht eindeutig identifiziert werden konnten. Auch die 
Transkonjugantenplatten waren mit verschiedenen Bakterien bewachsen, aber da auf keiner 
der Platten fluoreszierende Kolonien wuchsen, konnte ein Plasmidtransfer ausgeschlossen 
werden.  
 
6. Plasmidtransfer in der Rhizosphäre 
 
Um eine bessere Vorstellung der Rhizosphärenkreuzungen zu haben, zeigt Abbildung C6.1 
ein Foto des laufenden Versuchs.  
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Abbildung C6.1: Rhizosphärenkreuzungen in Cholodny-Kammern 
 
Da die Plasmide pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA sowohl in den Filterkreuzungen als 
auch in den Kreuzungen in sterilem Boden aus VF39 genta lacI durch Konjugation in R. 
tropici CIAT 899 und S. meliloti 2011 transferiert worden waren, wurde zum Schluss getestet, 
ob sie auch in der Rhizosphäre der Erbse (Pisum sativum) übertragen werden. Die 
Beschreibung des verwendeten Bodens, dessen Vorbehandlung für die Kreuzungen, die 
verwendeten Cholodny-Kammern sowie die Durchführung der Kreuzungen sind Kapitel B zu 
entnehmen. Da nur eine begrenzte Anzahl an Cholodny-Kammern vorhanden war und die zur 
Verfügung stehende Zeit nicht ausreichte, um mehrmals nacheinander Kreuzungen in der 
Rhizosphäre durchzuführen, wurden diese Kreuzungen im Gegensatz zu den Filter- und 
Bodenkreuzungen nur je einmal durchgeführt. Die 15 vorhandenen Cholodny-Kammern 
wurden folgendermaßen inokuliert: 
 
1) VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011 
2) VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 
3) VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011 
4) VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 
5) VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x S meliloti 2011 
6) VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
7) VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011 
8) VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
9) R. tropici CIAT 899 
10) S. meliloti 2011 
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11) Negativkontrolle (unbeimpft) 
12) VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) 
13) VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplac) 
14) VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) 
15) VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) 
 
Nach drei Wochen wurden zunächst nur die Versuchsansätze 1) und 2) beendet, um 
herauszufinden, ob es sinnvoll war, alle 15 Ansätze auszuplattieren. Die Cholodny-Kammern 
wurden geöffnet, die Erbsenpflanzen entnommen und die Wurzeln auf Wurzelknöllchen hin 
untersucht. Die Seite der Cholodny-Kammern mit den Objektträgern wurde vorsichtig von der 
anhaftenden Erde befreit, und die Objektträger wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop auf 
grün fluoreszierende Bakterien hin untersucht.  
Die Rhizosphärenbakterien wurden von den Wurzeln und der den Wurzeln anhaftenden Erde 
gelöst und geeignete Verdünnungsstufen auf entsprechenden selektiven Platten ausplattiert (s. 
Kapitel B Material und Methoden, Punkt 26). 
 
6.1 Auswertung der Wurzelknöllchen 
Bevor die Wurzeln zur Extraktion der Rhizosphärenbakterien weiterbehandelt wurden, 
wurden sie auf eventuell vorhandene Wurzelknöllchen hin untersucht, weil vom 
Vorhandensein bzw. Fehlen der Knöllchen darauf geschlossen werden konnte, ob die VF39 
genta lacI-Stämme, mit denen die Erbsen inokuliert worden waren, in den Versuchsansätzen 
überlebt hatten. Andererseits konnte bei den Ansätzen, die nicht mit VF39 genta lacI beimpft 
worden waren, anhand des Vorhandenseins bzw. Fehlens von Wurzelknöllchen geschlossen 
werden, ob in der Erde schon vor der Inokulation Stämme vorhanden waren, welche zur 
Bildung von Wurzelknöllchen an Erbsenpflanzen befähigt waren. Die Ergebnisse der 
Untersuchung auf Wurzelknöllchen sind in Tabelle C6.1.1 zusammengefasst. 
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Tabelle C6.1.1: Wurzelknöllchen der Erbsenpflanzen 
Ansatz Beimpfung Wurzelknöllchen 
1 7/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011 nein 
2  7/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 ja 
3 9/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011 ja 
4 9/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 ja 
5 7/1(pHReGFPplacIAA) x S meliloti 2011 nein 
6  7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 ja 
7  9/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011 nein 
8  9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 ja 
9   R. tropici CIAT 899 nein 
10  S. meliloti 2011 nein 
11  Negativkontrolle (unbeimpft) nein 
12  VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) nein 
13 VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplac) ja 
14  VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) ja 
15  VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) ja 
 
6.2 Mikroskopische Auswertung 
Die Objektträger, die an der Rückseite jeder Cholodny-Kammer eingesetzt waren (s. Kapitel 
B, Material und Methoden, Punkt 24), wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. 
Falls ein Plasmidtransfer stattgefunden hatte, sollten die Transkonjuganten zu erkennen sein 
als stäbchenförmige Bakterien mit grüner Fluoreszenz unter Anregung mit blauem Licht und 
ohne Fluoreszenz unter grünem Licht, weil Transkonjuganten das Protein GFP exprimieren, 
welches genau diese Eigenschaften besitzt (s. Kapitel A, Einleitung, Punkt 6).  
Die gefundenen Bakterien, die als mögliche Transkonjuganten erkennbar waren, sind in 
Tabelle C6.2.1 aufgelistet. Die angegebene Zahl entspricht der Bakterienzahl, die visuell 
festgestellt wurde. Da auf den untersuchten Objektträgern mögliche Transkonjuganten 
übersehen worden sein können, liegt die tatsächliche Anzahl vermutlich höher. Die 
angegebenen Zahlen sind also lediglich ein Hinweis darauf, dass ein Konjugationsereignis 
stattgefunden hat, und eine grobe Einschätzung, ob im Verhältnis zu den anderen Ansätzen 
eher mehr oder eher weniger Konjugationsereignisse stattgefunden haben.  
In allen Ansätzen fanden sich sowohl Kokken als auch Stäbchenbakterien. Der Großteil der 
Bakterien zeigte gelbe Fluoreszenz unter Anregung mit blauem Licht und rote Fluoreszenz 
unter Anregung mit grünem Licht. Unter „mögliche Transkonjuganten“ sind nur diejenigen 
Bakterien aufgeführt, die grüne Fluoreszenz unter Blaulicht zeigen und keine Fluoreszenz 
unter Grünlicht. 
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Tabelle C6.2.1: auf  den Objektträgern gefundene mögliche Transkonjuganten der 
Rhizosphärenkreuzungen 
Ansatz Beimpfung mögliche Transkonjuganten 
1 7/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011 2 (Stäbchen) 
2  7/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 - 
3 9/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011 1 (Stäbchen) 
4 9/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899 7 (Stäbchen) 
5 7/1(pHReGFPplacIAA) x S meliloti 2011 2 (Stäbchen) 
6  7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 - 
7  9/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011 6 (Stäbchen) 
8  9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 10 (Stäbchen) 
9   R. tropici CIAT 899 - 
10  S. meliloti 2011 - 
11  Negativkontrolle (unbeimpft) - 
12  VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) - 
13 VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplac) - 
14  VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) 2 (Diplokokken) 
15  VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) - 
 
6.3 Auswertung durch Ausplattieren 
Durch das Ausplattieren der Rhizosphärenbakterien aus den Ansätzen 1 und 2 konnte kein 
Plasmidtransfer detektiert werden. Auf den Transkonjugantenplatten wuchsen verschiedene 
Kolonien, von denen aber keine unter Anregung mit Blaulicht fluoreszierte. Dieses Ergebnis 
stimmt bei Ansatz 2 mit dem Ergebnis der Objektträgeruntersuchung überein, wo auch keine 
Transkonjuganten gefunden wurden. Bei Ansatz 1 allerdings widersprechen sich diese beiden 
Ergebnisse. Da bei diesen beiden Ansätzen kein Plasmidtransfer auf den Platten 
nachgewiesen werden konnte, wurde von den restlichen Ansätzen nur noch Ansatz 8 
ausplattiert, bei dem die meisten möglichen Transkonjuganten auf den Objektträgern 
gefunden worden waren und wo dementsprechend die Chance eines positiven Ergebnisses 
beim Ausplattieren am größten war. Das Ergebnis war aber auch dort negativ.  
Auch auf den Rezipientenplatten wuchsen verschieden Kolonien. Um zu überprüfen, ob die 
Kolonien, welche optisch den Rezipienten entsprachen, auch tatsächlich die jeweiligen 
Rezipienten waren, wurde sowohl von den R. tropici -Rezipientenplatten als auch von den S. 
meliloti-Rezipientenplatten jeweils eine Kolonie in einem Eckhardt-Gel überprüft. Als 
Vergleich dienten R. tropici CIAT 899 und S. meliloti 2011. Die erhaltenen Plasmidbanden 
bestätigten in beiden Fällen, dass es sich um den jeweiligen Rezipientenstamm handelte.  
Die Rezipientenzahlen (KBE Rezipient/ml) lagen zwischen 3,00 x 105 und 1,40 x 107 (KBE 
Rezipient/ml) bzw. zwischen 1,13 x 105 und 4,47 x 106 (KBE Rezipient/ g TG) und waren 
damit etwas niedriger als bei den Filter- und Bodenkreuzungen. 
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D Diskussion 
 
1. Plasmidtransfer in vitro 
 
Mit allen konstruierten VF39-lacI-Mutanten wurden zuerst Filterkreuzungen durchgeführt. 
Als Rezipienten dienten Rhizobium tropici CIAT 899 und Sinorhizobium meliloti 2011, die 
beide mit Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 nah verwandt sind, so dass die Chance 
einer Plasmidübertragung aus VF39 in einen dieser Stämme höher ist als bei anderen, weniger 
nah verwandten Bakterien. Die Methode der Filterkreuzung wurde für die ersten 
Kreuzungsversuche benutzt, weil dabei die Zelldichte von Donor- und Rezipientenzellen auf 
der Filterfläche sehr hoch ist. Dadurch ist die Chance eines Zusammentreffens von Donor und 
Rezipient mit nachfolgendem Plasmidtransfer besonders groß.  
 
1.1 Transformationstests 
Zusätzlich zu den Kreuzungen wurden Transformationstests durchgeführt, bei denen jeweils 
die isolierte Plasmid-DNA mit jedem der beiden Rezipienten „gekreuzt“ wurde. Dadurch 
sollte überprüft werden, ob die Rezipienten die Plasmide durch Transformation aufnehmen 
können, um bei einem eventuellen Plasmidtransfer in den Kreuzungen sicher sein zu können, 
dass die Plasmide durch Konjugation und nicht durch Transformation in die Rezipienten 
aufgenommen wurden. Die Ergebnisse dieser Transformationstests waren in allen Fällen 
negativ und bestätigen damit die Erwartungen, dass weder R. tropici CIAT 899, noch S. 
meliloti 2011 durch Transformation DNA aufnehmen können.  
 
1.2 Identifikation der Transkonjuganten 
Auf den meisten Transkonjugantenplatten der Kreuzungen mit pHReGFPplac oder 
pHReGFPplacIAA und R. tropici als Rezipient wuchsen ausschließlich Kolonien, die unter 
Anregung mit blauem Licht grüne Fluoreszenz zeigten. Das weist darauf hin, dass ein 
Plasmidtransfer stattgefunden hatte und das grün fluoreszierende Protein eGFP exprimiert 
wurde. Auf den Transkonjugantenplatten der Kreuzungen mit S. meliloti 2011 wuchsen 
sowohl fluoreszierende als auch nicht fluoreszierende Kolonien. Entweder enthielten alle 
diese Kolonien das entsprechende Plasmid, und das plasmidkodierte eGFP wurde nicht in 
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allen Kolonien exprimiert, oder es enthielten nur die fluoreszierenden Kolonien das jeweilige 
Plasmid. Um dies zu klären, wurden von jeder der durchgeführten Filterkreuzungen vier 
zufällig ausgewählte Kolonien in einem Eckhardt-Gel überprüft, wodurch die Vermutung 
bestätigt wurde, dass nur die fluoreszierenden Kolonien das Plasmid enthielten.  
Bei den Kreuzungen mit pJPeGFPplacIAA wuchsen insgesamt nur zwei fluoreszierende 
Kolonien auf den Transkonjugantenplatten, die aber beide weder das Plasmid enthielten noch 
in ihrem Megaplasmidmuster dem Rezipienten entsprachen. Folglich war dieses Konstrukt 
nicht in die Rezipienten transferiert worden. Ebenso war das Plasmid pJPeGFPplac nicht 
übertragen worden.  
 
1.3 Kreuzungen mit pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA 
Das Plasmid pHReGFPplac wurde aus beiden Donorstämmen in beide Rezipienten 
transferiert. Die durchschnittlichen Transferfrequenzen waren bei den Kreuzungen mit R. 
tropici (über 10-3) um eine Zehnerpotenz höher als bei den Kreuzungen mit S. meliloti, was 
eventuell darauf hindeuten könnte, dass R. tropici das Plasmid leichter aufnimmt oder einen 
besseren Konjugationspartner für VF39 genta lacI darstellt als S. meliloti.  
Das Konstrukt pHReGFPplacIAA wurde aus dem Donor VF39 genta lacI 9/1 in beide 
Rezipienten übertragen, aus dem Donor VF39 genta lacI 7/1 aber interessanterweise nur in S. 
meliloti 2011 und nicht in R. tropici CIAT 899. Für die Kreuzung „VF39 genta lacI 
7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899“ wurde derselbe (gleiche Flüssigkultur!) 
Donor verwendet wie für die Kreuzung „VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x S meliloti 
2011“, in der das Konstrukt transferiert wurde. Daher kann ausgeschlossen werden, dass das 
Plasmid im Donor nicht stabil war und der in die Kreuzungen eingesetzte Donor das Plasmid 
gar nicht mehr enthielt. Außerdem wurden alle Kreuzungspartner ausnahmslos in selektiven 
Flüssigmedien angezogen, so dass ein Donorstamm, welcher das Plasmid verloren hatte, gar 
nicht hätte wachsen können. In diesem Fall hatte daher offensichtlich die Orientierung des 
lacI im Chromosom des Donors eine Bedeutung für den Plasmidtransfer, wobei unklar ist, 
warum das Plasmid aus ein und demselben Donor in den einen Rezipienten transferiert 
werden kann, in den anderen jedoch nicht. Dieses Phänomen müsste weiter untersucht 
werden, um die Ursache herauszufinden. Die durchschnittlichen Transferfrequenzen bei den 
Kreuzungen mit pHReGFPplacIAA lagen mit 1,67 x 10-7 bis 5,48 x 10-6 deutlich unter denen 
der Kreuzungen mit pHReGFPlac (2,04 x 10-4 bis 2,94 x 10-3). 
Bei den Kreuzungen mit pHReGFPplacIAA waren die Transferfrequenzen bei den 
Kreuzungen mit R. tropici CIAT 899 wieder etwas höher als bei den Kreuzungen mit S. 
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meliloti 2011. Da aber in allen Fällen die Standardabweichungen recht hoch waren (s. 
Abbildung D1.3.1), kann diesem Umstand keine allzu große Bedeutung beigemessen werden. 
In der Literatur finden sich etliche Beispiele für einen Plasmidtransfer auf Agarplatten, wobei 
sich die erhaltenen Transferfrequenzen aber zum Teil erheblich von einander unterscheiden. 
Beispielsweise wurde bei Kreuzungen von Streptococcus lactis mit verschiedenen 
Lactobacillus-Arten das Plasmid pAMβ1 mit Transferfrequenzen von 10-9 bis 10-5 
(Transkonjuganten/ Rezipient) übertragen (Vescovo et al., 1983). Ein Plasmidtransfer des 
Plasmids pWWO aus dem Donor P. putida schwankte je nach Rezipient. In einen anderen P. 
putida-Stamm wurde das Plasmid mit einer Frequenz von 10-1 transferiert, in Serratia ficaria 
dagegen nur mit einer Frequenz von 10-5 (jeweils Transkonjuganten/ Rezipient). In einige 
andere Rezipienten wurde das Plasmid überhaupt nicht übertragen (Nancharaiah et al., 2003). 
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein Plasmidtransfer zum Teil erheblich vom 
jeweiligen Rezipienten abhängt. Möglicherweise würden auch für die hier verwendeten 
Plasmide deutlich andere Frequenzen erhalten, wenn die Kreuzungsversuche mit anderen 
Rezipienten durchgeführt würden.  
Das IncP1-Plasmid R68.45 konnte in einer Studie von Skotnicki et al. (1980) aus 
Pseudomonas aeruginosa mit einer Frequenz von 10-1 in Zymomonas mobilis transferiert 
werden, einer Transferfrequenz, die alle hier erhaltenen Werte deutlich übertrifft. Die 
angeführten Beispiele zeigen, dass die Frequenzen eines Plasmidtransfers je nach Kreuzung 
extrem unterschiedlich sein können.  
Insgesamt liegen die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse alle im Bereich des bereits 
Publizierten, wobei die Transferfrequenzen des Plasmids pHReGFPplac mit 10-4 bis 10-3 eher 
im mittleren Bereich liegen, während die Transferfrequenzen des Konstruktes 
pHReGFPplacIAA mit 10-7 bis 10-6 als eher gering einzustufen sind.  
Bereits 1971 wurde in einer Studie von Datta et al. das Plasmid RP4 mit einer Frequenz von 
mindestens 10-6 in Rhizobium trifolii und Rhizobium meliloti transferiert, allerdings ist die 
Frequenz in diesem Fall angegeben als Transkonjuganten pro Donor. Diese Ergebnisse 
stimmen relativ gut mit den Transferraten von pHReGFPplacIAA in den Filterkreuzungen 
überein, aber da die Frequenzen in der vorliegenden Arbeit als Transkonjuganten pro 
Rezipient berechnet wurden, ist fraglich, inwieweit die beiden Studien mit einander 
verglichen werden können. In dieser Arbeit wurde die Transferfrequenz bewußt auf die 
Rezipienten und nicht auf den Donor bezogen, da hier interessant ist, ob und wenn ja in 
welchem Maße die Rezipienten (im Endziel die endogenen Bodenbakterien in der 
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Rhizosphäre) in der Lage sind, Plasmide aufzunehmen, und weniger, inwieweit der 
verwendete Donor sie transferieren kann. 
Zehn Jahre später, 1981, detektierten Pilacinski und Schmidt in Kreuzungen auf Agarplatten 
zwischen verschiedenen Rhizobium japonicum-Stämmen Transferfrequenzen von 3,1 x 10-2, 
3,4 x 10-4 und 5,2 x 10-4 für das Plasmid RP4, sowie Frequenzen von 4,0 x 10-2 und 7,8 x 10-1 
für das Plasmid R68.45 (jeweils Transkonjuganten/ Rezipient). Die für RP4 detektierten 
Frequenzen sind durchaus mit den in der vorliegenden Arbeit für das Plasmid pHReGFPplac 
erhaltenen Frequenzen vergleichbar. Die für R68.45 detektierten Frequenzen sind dagegen 
deutlich höher als alle in dieser Arbeit detektierten Frequenzen. Ansonsten scheinen kaum 
Untersuchungen mit Rhizobien gemacht worden zu sein, die sich mit einem Plasmidtransfer 
(ausgenommen Megaplasmide) beschäftigen, so dass ein weiterer Vergleich mit ähnlichen 
Untersuchungen nicht möglich ist. 
Abbildung D1.3.1 zeigt vergleichend die Transferfrequenzen von pHReGFPplac und 
pHReGFPplacIAA in den Filterkreuzungen. Da die Frequenzen in den Kreuzungen mit 
pHReGFPplac deutlich größer waren, ließen sie sich nicht optimal mit den Frequenzen der 
Kreuzungen mit pHReGFPplacIAA zusammen in einem Diagramm darstellen. Daher liegt im 
oberen Teil der Abbildung der Schwerpunkt auf den Kreuzungen mit pHReGFPplac, während 
im mittleren Teil der Abbildung die Transferfrequenzen der Kreuzungen mit 
pHReGFPplacIAA dargestellt sind. Im unteren Teil der Abbildung sind die Ergebnisse der 
Filterkreuzungen mit pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA vergleichend zusammengefasst. 
DISKUSSION 
 89 
 
Filterkreuzungen mit pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA
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 pHReGFPplac-Kreuzungen pHReGFPplacIAA-Kreuzungen 
Donor  
und Rezipient 
KBEa 
Transkonjugant/ml 
Mittelwert 
Frequenz 
(T/R) b 
KBEa 
Transkonjugant/ml 
Mittelwert 
Frequenz 
(T/R) b 
VF39 genta lacI 7/1 x R. 
tropici CIAT 899   3,15 x 10
5
 2,94 x 10-3 - - 
VF39 genta lacI 7/1 x S. 
meliloti 2011 9,68 x 10
5
 2,04 x 10-4 2,00 x 103 1,67 x 10-7 
VF39 genta lacI 9/1 x R. 
tropici CIAT 899 5,37 x 10
4
 1,24 x 10-3 2,56 x 103 5,48 x 10-6 
VF39 genta lacI 9/1 x S. 
meliloti 2011 4,69 x 10
5
 2,92 x 10-4 2,48 x 104 1,97 x 10-6 
Abbildung D1.3.1: Filterkreuzungen mit pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA im Vergleich  
 
a
 Kolonie bildende Einheiten 
b
 T = Transkonjuganten; R = Rezipienten 
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Generell ist an den Ergebnissen der Filterkreuzungen auffällig, dass pHReGFPplac und  
pHReGFPplacIAA, die bei der Plasmidmobilisierung aus dem E. coli-Stamm S17-1 (s. 
Kapitel C, Ergebnisse, Punkt 3.1 und 3.2) nur in einer Dreierkreuzung mit dem Helfer 
DH5α(RP4-4) in VF39 genta lacI transferiert werden konnten, in den Filterkreuzungen mit R. 
tropici CIAT 899 und S. meliloti 2011 ohne Helfer in beide Rezipienten übertragen wurden, 
während pJPeGFPplac und pJPeGFPplacIAA, die bei der Plasmidmobilisierung problemlos in 
VF39 genta lacI übertragen wurden, in den Testkreuzungen in keinen der beiden Rezipienten 
transferiert wurden. 
 
1.4 Kreuzungen mit pJPeGFPplac und pJPeGFPplacIAA 
Die beiden Plasmide pJPeGFPplac und pJPeGFPplacIAA wurden in keiner der Kreuzungen 
mit VF39 als Donor übertragen. Da es im Rahmen des SONGLINES-Projektes das Ziel ist, 
die IAA-Kassette so in die Rhizobien zu integrieren, dass sie nicht auf andere Bakterien 
transferiert wird, ist das Konstrukt pJPeGFPplacIAA offensichtlich eine gute Wahl, da es 
selbst im „schlimmstmöglichen Fall“, auf Filtern und zwischen nah verwandten Arten, nicht 
transferiert wurde. 
Eine mögliche Ursache für die Nichttransferierbarkeit von pJPeGFPplac und 
pJPeGFPplacIAA könnten die auf diesen Plasmiden lokalisierten par-Gene sein (s. Kapitel A, 
Einleitung, Punkt 5). In einer Studie zum konjugativen Plasmidtransfer im Boden wurde das 
Plasmid RP1, welches auch par-Gene enthält, ebenfalls nicht übertragen. Nachdem durch eine 
Deletion die Kanamycinresistenz, IS21 und die par-Region entfernt worden waren, wurde das 
Plasmid aber transferiert (Troxler et al., 1997). Diese Beobachtung zusammen mit den 
Ergebnissen dieser Arbeit deutet darauf hin, dass möglicherweise die par-Gene für die 
Nichttransferierbarkeit der Plasmide verantwortlich sein könnten. 
Die par-Region auf den beiden hier verwendeten Plasmiden stammt aus dem Plasmid RK2. 
Sie besteht aus den beiden Operons parCBA und parDE. Die Gene parD und parE kodieren 
für ein Antitoxin und ein Toxin des „postsegregational killing system“ (s. Kapitel A, 
Einleitung, Punkt 5), die Gene parA und parB kodieren für eine Resolvase und eine Nuklease. 
Das Gen parC kodiert für ein Protein mit bislang unbekannter Funktion (Dombrecht et al., 
2001). Möglicherweise ist dieses Protein für die Nichttransferierbarkeit der Plasmide 
verantwortlich. 
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1.5 Kreuzungen mit dem Rezipienten R. tropici CIAT 899 
Alle in einem Eckhardt-Gel auf ihren Plasmidgehalt hin überprüften Kolonien der 
Filterkreuzungen (sowohl mit dem Donor VF39 genta lacI 7/1 als auch mit dem Donor VF39 
genta lacI 9/1) mit dem Rezipienten R. tropici CIAT 899 zeigten eine zusätzliche Bande, die 
weder der S17-1- Stamm mit dem jeweiligen Plasmid noch der Rezipient aufwiesen (s. 
Kapitel C, Ergebnisse, Abb. C4.1.1 und C4.2.1). Diese zusätzliche Bande lag bei sämtlichen 
in einem Eckhardt-Gel überprüften Kolonien der Kreuzungen mit dem Plasmid pHReGFPplac 
und mit R. tropici CIAT 899 als Rezipient exakt auf derselben Höhe (s. Ergebnisse, 
Abbildung C4.1.1). Da jede dieser Kolonien außerdem die Bande des pHReGFPplac aufwies, 
war die erste Vermutung, dass es sich dabei ebenfalls um das Plasmid pHReGFPplac 
handelte, das in „supercoil“-Form vorliegt und deshalb im Gel weniger weit läuft als die 
normale Form des Plasmids. Nach den Ergebnissen der Kreuzungen mit pHReGFPplacIAA 
musste diese Vermutung aber verworfen werden, weil diese Bande auch bei allen getesteten 
Kolonien der Kreuzung „VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899” 
auftrat, von denen keine das pHReGFPplacIAA enthielt. 
Die zusätzliche Bande lag bei den vier getesteten Kolonien der Kreuzung „VF39 genta lacI 
7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899” auch immer auf der gleichen Höhe. Bei den 
vier getesteten Kolonien der Kreuzung „VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici 
CIAT 899” lag die Bande ebenfalls immer auf der gleichen Höhe, aber interessanterweise 
tiefer als bei der erstgenannten Kreuzung (s. Ergebnisse, Abbildung C4.2.1).  
Gemäß einer Studie von Hynes et al. (1988) zum Transfer von Megaplasmiden wurde 
pRleVF39a mit einer Frequenz von 10-5 in einen plasmidfreien Agrobacterium-Stamm 
transferiert, pRleVF39b mit einer Frequenz von 10-7. Daher wurde vermutet, dass es sich bei 
der zusätzlichen Bande um eines der Plasmide aus dem Donor VF39 handeln könnte, welches 
bei der Kreuzung mit übertragen worden war. Diese Vermutung wurde überprüft, obwohl sie 
als eher unwahrscheinlich eingestuft wurde, weil diese Bande in allen überprüften Kolonien 
auftrat und bei gleichen Kreuzungen immer auf der gleichen Höhe lag. 
Dazu wurde jeweils eine der Kolonien von den oben genannten Kreuzungen noch einmal in 
einem Eckhardt-Gel überprüft, diesmal mit VF39 WT als Vergleichsstamm (s. Abb. D1.5.1). 
Die erhaltenen Banden zeigen eindeutig, dass es sich bei der zusätzlichen Bande nicht um ein 
Plasmid des VF39 handelt. Da die beiden oberen Banden der „Transkonjuganten“ aber exakt 
mit den Plasmidbanden des Rezipienten R. tropici CIAT 899 übereinstimmen (s. Ergebnisse, 
Abb. C4.1.1 und C4.2.1), handelt es sich eindeutig um R. tropici und nicht um 
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Kontaminanten. Die Herkunft der zusätzlichen Bande konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 
geklärt werden. Es wäre aber sicher interessant, dem weiter nachzugehen. 
 
1 2 3
 
Abbildung D1.5.1: Eckhardt-Gel zum Vergleich der Megaplasmidbanden von VF39 und 
Transkonjuganten 
1: Kolonie der Kreuzung VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
2: Kolonie der Kreuzung VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 
3: VF39 WT 
 
2. Plasmidtransfer in sterilem Boden 
 
Ursprünglich sollten die gleichen Konjugationsversuche wie auf den Filtern auch in sterilem 
Boden durchgeführt werden. 
Für das Plasmid pJPeGFPplac wurden jedoch keine Kreuzungstests in sterilem Boden 
gemacht, weil es bereits in den Filterkreuzungen nicht transferiert worden war. Da bei einer 
Filterkreuzung wegen der hohen Zelldichte von Donor- und Rezipientenzellen auf geringem 
Raum ein Konjugationsereignis viel wahrscheinlicher ist als im Boden, wurde angenommen, 
dass keine Konjugation im Boden stattfindet, wenn sie schon in der günstigeren 
Filterkreuzung nicht stattgefunden hat.  
 
2.1 Kreuzungen mit pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA 
Das Plasmid pHReGFPplac wurde (wie in den Filterkreuzungen) in allen vier 
Bodenkreuzungen transferiert. 
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Das Konstrukt pHReGFPplacIAA wurde (ebenfalls wie in den Filterkreuzungen) aus dem 
Donor VF39 genta lacI 9/1 in beide Rezipienten transferiert, während es aus dem Donor 
VF39 genta lacI 7/1 nur in S. meliloti 2011 übertragen wurde, nicht aber in R. tropici CIAT 
899. Dieses Ergebnis bestätigt das unerwartete Ergebnis der Filterkreuzungen und zeigt, dass 
es sich dabei weder um einen Zufall noch um einen Fehler in der Versuchsdurchführung 
handelte. Die durchschnittlichen Transferfrequenzen von pHReGFPplac und 
pHReGFPplacIAA unterschieden sich in den Bodenkreuzungen kaum: Bei beiden Plasmiden 
lagen sie zwischen 10-6 und 10-7, wobei mal das kleinere pHReGFPplac mit einer höheren 
Frequenz transferiert wurde und mal das größere pHReGFPplacIAA. In sterilem Boden hat 
die IAA-Kassette also offensichtlich keinen Einfluss auf die Transferierbarkeit des Plasmids.  
Die Transferfrequenzen lassen sich nur schlecht mit Ergebnissen anderer Studien vergleichen, 
da im Boden die Frequenzen stark von vielen variablen Bedingungen abhängen, wie z.B. dem 
verwendeten Boden, Feuchtigkeitsgehalt, pH-Wert und Gehalt an Bodenmineralien. 
Beispielsweise untersuchten Richaume et al. (1989) in sterilem Boden einen Plasmidtransfer 
zwischen E. coli und Rhizobium fredii, wobei sie verschiedene Parameter variierten und je 
nach Bedingungen Transferfrequenzen zwischen 10-7 und 10-4 erhielten (Transkonjuganten/ 
Rezipient). Top et al. (1990) untersuchten  einen Plasmidtransfer in sterilem Boden zwischen 
E. coli und Alcaligenes eutrophus und erhielten je nach Bodentyp und Nährstoffstatus 
Transferfrequenzen von 10-7 bis 10-5 (Transkonjuganten/ Rezipient). Das zeigt, dass selbst bei 
Verwendung der gleichen Donor- und Rezipientenstämme und des gleichen Plasmids die 
Transferraten erheblich schwanken können. In einer Studie von Kinkle et al. (1993) wurde 
das Plasmid R68.45 in sterilem Boden mit einer Frequenz von 3 x 10-5 zwischen zwei 
Bradyrhizobium japonicum-Stämmen transferiert (Transkonjuganten/ Rezipient). Einige 
andere hier nicht mehr aufgezeigte Studien zu Plasmidtransfer in sterilem Boden (mit 
variierenden Donoren, Rezipienten und Plasmiden) ergaben ebenfalls Transferfrequenzen, die 
sich zwischen 10-4 und 10-7 bewegten. Da die in dieser Arbeit erhaltenen Transferfrequenzen 
in sterilem Boden sich innerhalb dieser Schwankungsbreite bewegen, kann zumindest gesagt 
werden, dass sie nicht im Widerspruch zu ähnlichen Studien stehen. 
Abbildung D2.1.1 zeigt vergleichend die Ergebnisse der Kreuzungen mit pHReGFPplac und 
pHReGFPplacIAA in den Bodenkreuzungen. Im oberen Teil der Abbildung sind die 
Transferfrequenzen der Kreuzungen mit pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA in einem 
Diagramm dargestellt. Im unteren Teil der Abbildung sind die Ergebnisse der 
Bodenkreuzungen mit pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA vergleichend als Tabelle 
zusammengefasst. 
DISKUSSION 
 94 
 
 
Bodenkreuzungen mit pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA
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 pHReGFPplac-Kreuzungen pHReGFPplacIAA-Kreuzungen 
Donor  
und Rezipient 
KBEa 
Transkonjugant/ml 
Mittelwert 
Frequenz (T/R) b 
KBEa 
Transkonjugant/ml 
Mittelwert 
Frequenz (T/R) b 
VF39 genta lacI 7/1 x 
 R. tropici CIAT 899   2,51 x 10
2
 1,48 x 10-6 - - 
VF39 genta lacI 7/1 x  
S. meliloti 2011 1,32 x 10
3
 4,36 x 10-6 1,22 x 102 1,19 x 10-6 
VF39 genta lacI 9/1 x  
R. tropici CIAT 899 6,00 x 10
1
 1,62 x 10-7 1,89 x 101 2,02 x 10-7 
VF39 genta lacI 9/1 x  
S. meliloti 2011 2,40 x 10
2
 2,26 x 10-7 3,55 x 102 3,52 x 10-6 
Abbildung D2.1.1: Bodenkreuzungen mit pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA im Vergleich 
a
 Kolonie bildende Einheiten 
b
 T = Transkonjuganten; R = Rezipienten 
 
2.2 Kreuzungen mit pJPeGFPplacIAA 
Mit dem Plasmid pJPeGFPplacIAA wurden Testkreuzungen in sterilem Boden durchgeführt, 
obwohl es in den Filterkreuzungen nicht übertragen worden war. Dies geschah, um die 
Vermutung zu bestätigen, dass ein auf Filtern nicht transferiertes Plasmid auch in sterilem 
Boden nicht übertragen wird. Hierfür wurde das Konstrukt pJPeGFPplacIAA gewählt, weil es 
wegen der integrierten IAA-Kassette im Rahmen des SONGLINES-Projektes von größerer 
Bedeutung ist als das Plasmid pJPeGFPplac.  
Das Konstrukt wurde im Boden – wie in den Filterkreuzungen – nicht transferiert. Dies 
bestätigt die oben genannte Vermutung. Die Ursache könnten – wie bereits in Bezug auf die 
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Filterkreuzungen mit pJPeGFPplac und pJPeGFPplacIAA angesprochen – die auf diesen 
Plasmiden lokalisierten par-Gene sein.  
Da dieses Konstrukt weder auf Filtern noch in sterilem Boden transferiert wurde, ist es 
offensichtlich gut geeignet für das Vorhaben des SONGLINES-Projektes, die IAA-Kassette 
so in die Rhizobien zu integrieren, dass keine Gefahr eines horizontalen Gentransfers besteht. 
 
2.3 Aussagekraft der Kreuzungen in sterilem Boden 
Die für die Bodenkreuzungen angegebenen Transferfrequenzen könnten die tatsächlichen 
Transferraten möglicherweise übersteigen, weil nicht nur in den Bodenkreuzungen selbst, 
sondern auch nach Extraktion der Bakterien aus dem Boden auf den selektiven 
Transkonjugantenplatten ein Plasmidtransfer stattgefunden haben könnte. Van Elsas et al. 
(1990) untersuchte  diese Möglichkeit und nutzte dazu – ebenso wie in dieser Arbeit – einen 
Nalidixinsäure resistenten Rezipienten und einen Streptomycin resistenten Rezipienten. Die 
Ergebnisse zeigen, dass Nalidixinsäure einen Plasmidtransfer auf selektiven 
Transkonjugantenplatten verhindert, während Streptomycin dies nicht tut. Nalidixinsäure stört 
die DNA-Replikation, indem sie die Aktivität der DNA-Gyrase hemmt. Da die DNA-
Replikation notwendig ist für eine erfolgreiche Konjugation, ist dies vermutlich die Ursache 
für die Wirkung der Nalidixinsäure (van Elsas et al., 1990).  
Auch der in der vorliegenden Arbeit verwendete Rezipient R. tropici CIAT 899 ist resistent 
gegen Nalidixinsäure, und die verwendeten selektiven Transkonjugantenplatten der 
Kreuzungen mit diesem Rezipienten enthielten folglich Nalidixinsäure. Dadurch wurde ein 
Plasmidtransfer auf den selektiven Transkonjugantenplatten verhindert, so dass die erhaltenen 
Transferfrequenzen tatsächlich dem im Boden stattgefundenen Plasmidtransfer entsprechen. 
Der zweite hier verwendete Rezipient, S. meliloti 2011, ist resistent gegen Streptomycin. Weil 
dieses Antibiotikum einen Plasmidtransfer auf den selektiven Transkonjugantenplatten nicht 
verhindert, beinhalten die Transferfrequenzen, die aus Kreuzungen mit diesem Rezipienten 
detektiert wurden, vermutlich nicht nur die Transferereignisse, die im Boden stattgefunden 
haben, sondern zusätzlich noch die Transferereignisse, die nach den Bodenkreuzungen auf 
den selektiven Transkonjugantenplatten stattgefunden haben. Daher sind die angegebenen 
Transferfrequenzen bei diesen Kreuzungen vermutlich höher als die tatsächlichen 
Frequenzen. 
Um die richtigen Transferfrequenzen zu erhalten, müssten zusätzlich zu den Kreuzungen 
Kontrollansätze jeweils nur mit dem Donor und nur mit dem Rezipienten beimpft werden, 
und diese müssten anschließend zusammen auf selektiven Transkonjugantenplatten 
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ausplattiert werden.  Die daraus erhaltenen Frequenzen müssten von der Frequenzen der 
eigentlichen Kreuzungenen subtrahiert werden, um die tatsächlichen Transferraten zu 
erhalten. 
Bei den Transkonjuganten konnte nicht unterschieden werden zwischen den 
Transkonjuganten, die aus Kreuzungen zwischen Donor und Rezipient hervorgegangen sind, 
Transkonjuganten, die aus Wachstum der ersten Transkonjugantengeneration hervorgegangen 
sind, und Transkonjuganten, die aus Kreuzungen zwischen Transkonjuganten und 
Rezipienten entstanden sind. Daher könnten die errechneten Transferfrequenzen 
möglicherweise höher sein als die tatsächlichen Transferraten, weil die Bodenkreuzungen 4-5 
Tage lang inkubiert wurden und die Transkonjugantenzellen dadurch Zeit hatten zu Wachsen 
und das Plasmid ihrerseits weiterzugeben (Hill et al., 1998). 
Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Bodenkreuzungen erfolgten in sterilem Boden. 
Nach den Filterkreuzungen stellen die Kreuzungstests in steriler Erde die zweite „Teststufe“ 
dar. Wegen der geringeren Zelldichte im Vergleich zu den Filterkreuzungen ist ein 
Plasmidtransfer in sterilem Boden unwahrscheinlicher als auf Filtern, aber immer noch 
wahrscheinlicher als in einem unsterilen Boden. In sterilem Boden werden Donor und 
Rezipient nicht durch andere im Boden vorkommende Bakterien beeinflusst. In einem 
unsterilen Boden ständen die Kreuzungspartner in komplexen Interaktionen mit der 
anwesenden mikrobiellen Gemeinschaft. Solche Interaktionen sind z. B. kompetitiver, 
antagonistischer oder prädatorischer Natur, so dass die metabolische Aktivität und/oder das 
Überleben der Inokulanten negativ beeinflusst werden, wodurch wiederum die 
Transferfrequenzen verringert werden. Ein sterilisierter Boden fördert den horizontalen 
Gentransfer jedoch nicht nur durch die Abwesenheit von endogenen Bodenbakterien, sondern 
auch durch eine erhöhte Nährstoffverfügbarkeit. Dementsprechend war z.B. in zwei Studien 
kein Plasmidtransfer in unsterilem Boden detektierbar, während nach Sterilisation des 
jeweiligen Bodens ein Plasmidtransfer detektiert wurde (Top et al., 1990 und Neilson et al. 
1994). Das bedeutet, dass die Ergebnisse aus sterilem Boden nicht auf unsterilen Boden 
übertragen werden können und dass als nächste Teststufe – nach den 
Rhizosphährenkreuzungen in sterilem Boden, die ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit 
durchgeführt wurden – Kreuzungstests in unsterilem Boden durchgeführt werden müssten, 
um abschätzen zu können, ob die Plasmide pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA auch im 
Freiland übertragen werden. Ganz zum Schluss, als letzte Teststufe, müssten dann 
Kreuzungstests im Freiland selbst erfolgen.  
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Da die Transferfrequenzen hier bei den Bodenkreuzungen im Bereich von 10-6 bis 10-7 liegen, 
ist aber anzunehmen, dass in unsterilem Boden – wie in den beiden oben erwähnten Studien – 
kein Transfer mehr nachweisbar ist. Obwohl steriler Boden ein sehr künstliches Habitat 
darstellt, liefern die Ergebnisse also wertvolle Hinweise für nachfolgende Untersuchungen. 
 
3. Vergleich der Filter- und Bodenkreuzungen 
3.1 Kreuzungen mit pHReGFPplac 
Das Plasmid pHReGFPplac wurde sowohl in sämtlichen Filterkreuzungen als auch in allen 
Bodenkreuzungen transferiert. 
Das „Frequenzmuster“ der Filterkreuzungen (höhere und sehr ähnliche Werte bei den 
Kreuzungen mit R. tropici CIAT 899, niedrigere und ebenfalls sehr ähnliche Werte bei den 
Kreuzungen mit S. meliloti 2011) wurde in den Bodenkreuzungen nicht wieder gefunden. Im 
Gegenteil war bei den Bodenkreuzungen die Frequenz am höchsten bei der Kreuzung „VF39 
genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x S. meliloti 2011“ (4,36 x 10-6), die bei den Filterkreuzungen 
die niedrigste Frequenz ergeben hatte (2,04 x 10-4). Wegen der recht hohen 
Standardabweichungen (s. Abb. D3.1.1) ist dieser Beobachtung aber vermutlich nicht allzu 
viel Bedeutung beizumessen. 
Die Transferfrequenzen waren im Boden mit 1,62 x 10-7 bis 4,36 x 10-6 deutlich niedriger als 
bei den Filterkreuzungen mit 2,04 x 10-4 bis 2,94 x 10-3. Das entspricht den Erwartungen, da 
wegen der geringeren räumlichen Nähe der Zellen zueinander die Chance eines 
Zusammentreffens von Donor- und Rezipientenzellen im Boden deutlich geringer ist als auf 
Filtern. Diese Ergebnisse stimmen überein mit den Ergebnissen einer Studie von Neilson et 
al. (1994), der bei Kreuzungen von Alcaligenes eutrophus mit Variovorax paradoxus 
ebenfalls bei Filterkreuzungen deutlich höhere Plasmidtransferraten detektierte als in sterilem 
Boden. Abbildung D3.1.1 zeigt vergleichend die Transferfrequenzen von pHReGFPplac in 
den Filter- und Bodenkreuzungen. Weil die Frequenzen in den Filterkreuzungen deutlich 
größer waren, ließen sie sich nicht mit den Frequenzen der Bodenkreuzungen in einem 
Diagramm darstellen. Deshalb liegt im oberen Teil der Abbildung der Schwerpunkt auf den 
Filterkreuzungen, während im mittleren Teil der Abbildung die Transferfrequenzen der 
Bodenkreuzungen dargestellt sind. Im unteren Teil der Abbildung sind die Ergebnisse der 
Filter- und Bodenkreuzungen mit pHReGFPplac vergleichend als Tabelle zusammengefasst. 
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 Filterkreuzungen Bodenkreuzungen 
Donor  
und Rezipient 
KBEa 
Transkonjugant/ml 
Mittelwert 
Frequenz  
(T/R) b 
KBEa 
Transkonjugant/ml 
Mittelwert 
Frequenz 
(T/R) b 
VF39 genta lacI 7/1 x 
R. tropici CIAT 899   3,15 x 10
5
 2,94 x 10-3 2,51 x 102 1,48 x 10-6 
VF39 genta lacI 7/1 x  
S. meliloti 2011 9,68 x 10
5
 2,04 x 10-4 1,32 x 103 4,36 x 10-6 
VF39 genta lacI 9/1 x 
R. tropici CIAT 899      5,37 x 10
4
 1,24 x 10-3 6,00 x 101 1,62 x 10-7 
VF39 genta lacI 9/1 x  
S. meliloti 2011 4,69 x 10
5
 2,92 x 10-4 2,40 x 102 2,26 x 10-7 
Abbildung D3.1.1: Filter- und Bodenkreuzungen mit pHReGFPplac im Vergleich 
a
 Kolonie bildende Einheiten 
b
 T = Transkonjuganten; R = Rezipienten 
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3.2 Kreuzungen mit pHReGFPplacIAA 
Das Konstrukt pHReGFPplacIAA wurde sowohl in den Filter- als auch in den 
Bodenkreuzungen aus dem Donor VF39 genta lacI 9/1 in beide Rezipienten transferiert und 
aus dem Donor VF39 genta lacI 7/1 in den Rezipienten S. meliloti 2011. In der Kreuzung 
„VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899“ wurde das Plasmid nicht 
übertragen, weder auf Filtern noch im Boden. In diesem Fall sieht es deshalb so aus, als hätte 
die Orientierung des lacI im Chromosom des Donors tatsächlich einen Einfluss auf den 
Transfer, da sich die beiden Donorstämme sonst in keiner Hinsicht unterscheiden. Unklar ist, 
warum dieses Phänomen bei dem Konstrukt pHReGFPplacIAA auftritt, nicht jedoch bei 
pHReGFPplac. Ebenso unklar ist, warum das Plasmid aus demselben Donor (gleiche 
Flüssigkultur!) zwar in S. meliloti transferiert werden kann, nicht aber in R. tropici. Im 
Rahmen dieser Arbeit konnte auf die Ursache dieses Phänomens nicht eingegangen werden. 
Zur Klärung wären daher weitere Untersuchungen notwendig. 
Im Unterschied zu den Kreuzungen mit pHReGFPplac und entgegen den Erwartungen waren 
bei den Kreuzungen mit pHReGFPplacIAA die Frequenzen der Filter- und der 
Bodenkreuzungen ähnlich (10-7 bis 10-6). Die niedrigste Frequenz bei den Bodenkreuzungen 
(abgesehen von der „0-Frequenz“ bei der Kreuzung „VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) 
x R. tropici CIAT 899“) mit 2,02 x 10-7 ergab sich bei der Kreuzung „VF39 genta lacI 
9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899“, die in den Filterkreuzungen die höchste 
Frequenz (5,48 x 10-6) erreicht hatte. In diesem Fall war die Transferrate im Boden also 
entsprechend den Erwartungen niedriger als auf den Filtern. Die höchste Frequenz im Boden 
ergab die Kreuzung „VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011“ mit 3,52 x 
10-6. Die mittlere Frequenz der entsprechenden Filterkreuzung lag mit 1,97 x 10-6 
unerwarteterweise darunter. Bei der Kreuzung „VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x S. 
meliloti 2011” war die mittlere Transferfrequenz in der Bodenkreuzung mit 1,19 x 10-6 sogar 
um eine Zehnerpotenz höher als die der Filterkreuzung, die bei 1,67 x 10-7 lag. In den 
Kreuzungen mit pHReGFPplacIAA waren – ebenso wie bei den Kreuzungen mit 
pHReGFPplac – die Standardabweichungen durchgängig relativ hoch, so dass die Werte 
keine endgültigen Schlüsse zulassen.  
Abbildung D3.2.1 zeigt vergleichend die Ergebnisse der Filter- und Bodenkreuzungen mit 
pHReGFPplacIAA. Im oberen Teil der Abbildung sind die Transferfrequenzen der 
Kreuzungen in einem Diagramm dargestellt. Im unteren Teil der Abbildung sind die 
Ergebnisse der Filter- und Bodenkreuzungen mit pHReGFPplacIAA vergleichend als Tabelle 
zusammengefasst. 
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 Filterkreuzungen Bodenkreuzungen 
Donor  
und Rezipient 
KBEa 
Transkonjugant/ml 
Mittelwert 
Frequenz (T/R) b 
KBEa 
Transkonjugant/ml 
Mittelwert 
Frequenz (T/R) b 
VF39 genta lacI 7/1 x  
R. tropici CIAT 899   - - - - 
VF39 genta lacI 7/1 x  
S. meliloti 2011 2,00 x 10
3
 1,67 x 10-7 1,22 x 102 1,19 x 10-6 
VF39 genta lacI 9/1 x  
R. tropici CIAT 899 2,56 x 10
3
 5,48 x 10-6 1,89 x 101 2,02 x 10-7 
VF39 genta lacI 9/1 x  
S. meliloti 2011 2,48 x 10
4 
 1,97 x 10-6 3,55 x 102  3,52 x 10-6 
Abbildung D3.2.1: Filter- und Bodenkreuzungen mit pHReGFPplacIAA im Vergleich 
a
 Kolonie bildende Einheiten 
b
 T = Transkonjuganten; R = Rezipienten 
 
4. Plasmidtransfer in der Rhizosphäre 
4.1 Mikroskopische Auswertung 
Die gefundenen möglichen Transkonjuganten der Rhizosphärenkreuzungen sind aufgelistet in 
Kapitel C, Ergebnisse, Tabelle C6.1.2. Wie bereits im Ergebnisteil beschrieben, entsprechen 
die unter „mögliche Transkonjuganten“ angegebenen Werte den Zellen, die aufgrund ihrer 
grünen Fluoreszenz unter Blaulicht Transkonjuganten sein könnten.  
Die Tatsache, dass sowohl bei den Kreuzungen mit pHReGFPplac als auch bei den 
Kreuzungen mit pHReGFPplacIAA grün fluoreszierende Bakterien gefunden wurden, weist 
stark darauf hin, dass beide Plasmide in der Rhizosphäre transferiert werden.  
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Nur in zwei der insgesamt acht Kreuzungsansätze wurden keine fluoreszierenden 
Stäbchenbakterien gefunden. Bei der Kreuzung „VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x R. 
tropici CIAT 899“ weisen die Ergebnisse der Filter- und Bodenkreuzungen (s. Kapitel C, 
Punkte 4.1 und 5.1) darauf hin, dass in diesem Ansatz ein Transfer stattgefunden haben 
könnte und auf den Objektträgern lediglich keine Transkonjuganten gefunden wurden. 
Bei der Kreuzung „VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPlacIAA) x R. tropici CIAT 899“ hat 
wahrscheinlich tatsächlich kein Transfer in der Rhizosphäre stattgefunden, denn bei dieser 
Kreuzung wurde das Plasmid auch auf Filtern und in sterilem Boden nicht transferiert. 
In den Kontrollansätzen, die jeweils mit einem der Rezipienten beimpft waren, wurden 
erwartungsgemäß keine Bakterienzellen mit grüner Fluoreszenz gefunden, was darauf 
hinweist, dass im Boden keine Bakterien vorhanden waren, die von Natur aus grün 
fluoreszieren. Dieser Befund erhöht die Wahrscheinlichkeit, dass die in den 
Kreuzungsansätzen gefundenen fluoreszierenden Bakterien Transkonjuganten sind. 
Alle in den Kreuzungsansätzen gefundenen möglichen Transkonjuganten waren 
stäbchenförmig. Das lässt darauf schließen, dass ein Plasmidtransfer vom jeweiligen Donor in 
den Rezipienten stattgefunden hat und nicht in ein endogenes Bodenbakterium.  
In drei der vier Kontrollansätze, die mit den Donorstämmen beimpft worden waren, wurden 
wie erwartet keine fluoreszierenden Bakterien gefunden. In einem dieser Kontrollansätze 
(beimpft mit VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA)) wurde jedoch eine Diplokokke 
gefunden, die unter blauem Licht grün fluoreszierte und unter grünem Licht keine 
Fluoreszenz zeigte. Möglicherweise handelt es sich bei diesen Zellen um ein Sporen 
bildendes Bodenbakterium, welches das mehrmalige Autoklavieren des Bodens als Spore 
überlebt hat und das Plasmid pHReGFPplacIAA durch Transformation oder Konjugation 
erworben hat.  
Mehrere Studien belegen, dass in der Rhizosphäre ein Plasmidtransfer von einem 
eingebrachten Donor auf endogene Bodenbakterien möglich ist. Van Elsas et al. (1998) 
zeigten z.B. in der Rhizosphäre des Weizens einen Plasmidtransfer von Pseudomonas 
fluorescens zu endogenen Bodenbakterien (zitiert in Dröge et al., 1999), und Smit et al. 
(1991) wiesen den Transfer eines RP4-Derivates in der Rhizosphäre des Weizens aus 
Pseudomonas fluorescens in endogene Bodenbakterien nach, die als Pseudomonas spp., 
Enterobacter spp., Comamonas spp. und Alcaligenes spp. identifiziert werden konnten. 
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4.2 Auswertung durch Ausplattieren 
Von den insgesamt 15 Ansätzen wurden nur drei ausplattiert (s. Kapitel C, Ergebnisse, Punkt 
6.3). In keinem Fall konnte ein Plasmidtransfer detektiert werden. Dieses Ergebnis stimmt im 
Fall des Ansatzes 2 (VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899) mit dem 
Ergebnis der Objektträgeruntersuchung überein. Bei den Ansätzen 1 (VF39 genta lacI 
7/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899) und 8 (VF39 genta lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x 
R. tropici CIAT 899) dagegen widerspricht es dem Ergebnis der Objektträgeruntersuchung. 
Dieser Widerspruch kann mehrere Ursachen haben. Der für die Kreuzungen verwendete 
Boden war trotz dreimaligen Autoklavierens im Abstand von je ca. 24 Stunden nicht steril. 
Dadurch könnte es sein, dass die Transkonjuganten auf den Agarplatten trotz der Selektion 
durch entsprechende Antibiotika von den endogenen Bodenbakterien unterdrückt wurden. 
Eine weitere Möglichkeit wäre, dass die mikroskopisch gefundenen fluoreszierenden 
Stäbchenbakterien gar keine Rezipientenzellen waren, sondern endogene Bodenbakterien, die 
das Plasmid durch Konjugation vom jeweiligen Donor oder durch Aufnahme freier Plasmid-
DNA aus dem Boden erworben haben. Solche endogenen Bakterien hätten wahrscheinlich 
nicht auf den Transkonjugantenplatten wachsen können, weil sie dafür nicht nur die 
plasmidkodierte Neomycinresistenz, sondern auch die Resistenz des jeweiligen Rezipienten 
hätten haben müssen.  
Da auf den Rezipientenplatten verschiedene Kolonien wuchsen, wurde sowohl von den S. 
meliloti- als auch von den R. tropici– Rezipientenplatten je eine Kolonie, die optisch den 
Rezipienten entsprach, in einem Eckhardt-Gel überprüft. Als Vergleich dienten R. tropici 
CIAT 899 und S. meliloti 2011. Die erhaltenen Plasmidbanden bestätigten in beiden Fällen, 
dass es sich um den jeweiligen Rezipientenstamm handelte. Das bedeutet, dass beide 
Rezipienten über die Versuchsdauer hinweg in den Ansätzen überlebt haben und ein 
Plasmidtransfer zu diesen Rezipienten möglich war. 
Dass in der Rhizosphäre ein Plasmidtransfer zwischen eingebrachten Bakterienstämmen 
stattfinden kann, wurde in mehreren Studien bestätigt. So untersuchten beispielsweise Walter 
et al. (1991) einen Plasmidtransfer durch Konjugation in der Rhizosphäre von Gerste und 
Rettich zwischen Stämmen von Pseudomonas cepacia und detektierten 1,5 x 10-7 
Transkonjuganten in der Rhizosphäre der Gerste (1,8 x 102 KBE/ g Wurzel und assoziiertem 
Boden) und 3,9 x 10-7 Transkonjuganten in der Rhizosphäre des Rettichs (2 x 102 KBE/ g 
Wurzel und assoziiertem Boden). Lilley et al. (1994) konnten in der Rhizosphäre der 
Zuckerrübe einen konjugativen Transfer des Plasmids pQBR11 zwischen Pseudomonas 
marginalis und Pseudomonas  aureofaciens nachweisen (zitiert durch Dröge et al., 1999).  
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5. Vergleich der Filter- und Rhizosphärenkreuzungen 
 
Während bei den Filterkreuzungen mit pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA 
Transferfrequenzen von 10-3 bis 10-4 bzw. 10-6 bis 10-7 detektiert wurden, konnte bei den 
Rhizosphärenkreuzungen durch Ausplattieren kein Plasmidtransfer nachgewiesen werden. 
Die Ergebnisse der Objektträgeruntersuchung dagegen stimmen zumindest zum Teil mit den 
Ergebnissen der Filterkreuzungen überein. Das Plasmid pHReGFPplac war in allen 
Filterkreuzungen übertragen worden. In drei der vier Rhizosphärenkreuzungen, bei denen das 
Plasmid pHReGFPplac auf seine Transferierbarkeit getestet worden war, wurden auf den 
Objektträgern grün fluoreszierende Stäbchenbakterien gefunden, was darauf hinweist, dass 
das Plasmid pHReGFPplac in der Rhizosphäre wie in den Filterkreuzungen transferiert 
wurde. Bei der vierten Rhizosphärenkreuzung mit diesem Plasmid (VF39 genta lacI 
7/1(pHReGFPplac) x R. tropici CIAT 899) wurden auf den Objektträgern jedoch keine 
möglichen Transkonjuganten gefunden. 
Das Plasmid pHReGFPplacIAA wurde in der Filterkreuzung „VF39 genta lacI 
7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899“ nicht übertragen, in den drei anderen 
Filterkreuzungen (VF39 genta lacI 7/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011, VF39 genta 
lacI 9/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899 und VF39 genta lacI 
9/1(pHReGFPplacIAA) x S. meliloti 2011) aber transferiert. Dieses Ergebnis stimmt überein 
mit dem Ergebnis der Objektträgeruntersuchung. Im Ansatz der Kreuzung „VF39 genta lacI 
7/1(pHReGFPplacIAA) x R. tropici CIAT 899“ wurden keine möglichen Transkonjuganten 
gefunden, in den Ansätzen der drei anderen Kreuzungen (s.o.) dagegen wohl. 
 
6. Vergleich der Boden- und Rhizosphärenkreuzungen 
 
Dass durch Ausplattieren der Rhizosphärenbakterien kein Plasmidtransfer detektiert werden 
konnte, obwohl in den Bodenkreuzungen Transferfrequenzen von 10-6 bis 10-7 gemessen 
wurden, ist eher ungewöhnlich. 
Eine Studie von van Elsas et al. (1989) zeigt, dass der konjugative Austausch in der 
Rhizosphäre im Vergleich zum Nicht-Rhizosphärenboden erhöht ist. So wurde das Plasmid 
RP4 im Rhizosphärenboden transferiert, nicht aber im wurzelfreien Boden. Einige andere 
Studien stimmen mit diesem Ergebnis überein. Die Transferraten von RP4 zwischen 
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Pseudomonas sp. verringerten sich signifikant mit zunehmender Entfernung von der 
Oberfläche der Wurzel des Weizens, und der Transfer eines Quecksilber-Resistenzplasmids 
zwischen Pseudomonas marginalis und Pseudomonas aureofaciens war zwar in der 
Rhizosphäre der Zuckerrübe nachweisbar, nicht aber, wenn die Distanz zwischen den 
Bakterien und der Pflanze 5 cm betrug (Dröge et al., 1999). Schwaner et al. (2001) fanden in 
Kreuzungsversuchen zwischen Pseudomonas fluorescens und Serratia plymuthica in der 
Rhizosphäre Plasmidtransferfrequenzen von 10-3, im wurzelfreien Boden jedoch nur 
Frequenzen von 10-7 bis 10-6. Kinkle et al. (1993) detektierten in unsteriler Rhizosphäre der 
Sojabohne zwischen Bradyrhizobium japonicum-Stämmen eine Transferfrequenz des 
Plasmids R68.45 von 2,6 x 10-4, bei der gleichen Kreuzung in sterilem Boden aber nur eine 
Frequenz von 3,0 x 10-5. 
Allerdings wurde keine der angegebenen Studien in einer sterilen Rhizosphäre durchgeführt, 
wie es in der vorliegenden Arbeit der Fall war. Dadurch sind die Ergebnisse nur bedingt 
vergleichbar. In einer unsterilen Rhizosphäre konkurrieren die Teststämme mit den in großer 
Anzahl vorhandenen endogenen Mikroorganismen, wodurch sie in ihrem Wachstum gehemmt 
werden. Dadurch wiederum verringert sich die Chance auf ein Zusammentreffen zwischen 
Donor und Rezipient mit einem nachfolgenden Plasmidtransfer. In einer unsterilen 
Rhizosphäre würde man daher eher eine geringere Transferfrequenz zwischen Donor und 
Rezipient erwarten als in sterilem Boden. Umgekehrt ist in einer unsterilen Rhizosphäre die 
Gesamtzahl an Mikroorganismen sehr viel höher als in einer sterilen Rhizosphäre (s. Kapitel 
A, Einleitung, Punkt 2.2). Dadurch ist die Chance eines Zusammentreffens zwischen Donor 
und endogenen Bodenbakterien erhöht, so dass ein Plasmidtransfer in endogene Bakterien 
begünstigt wird. Weil die oben angeführten Studien sich auf einen Transfer zwischen 
eingebrachten Donor- und Rezipientenstämmen beziehen und nicht auf einen Transfer in 
endogene Bakterien, ist der Plasmidtransfer in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu 
diesen Studien extrem gering, da er durch Ausplattieren nicht detektiert werden konnte. 
Leider scheint es keine Untersuchungen zu einem Plasmidtransfer in einer sterilen 
Rhizosphäre zu geben, so dass keine direkten Vergleiche mit den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit möglich sind. 
Weil die Rhizosphärenkreuzungen nur je einmal durchgeführt wurden, müssten sie (in 
Dreierparallelen und mit sterilem Boden) wiederholt werden, um endgültige und abgesicherte 
Ergebnisse zu erhalten. Darüber hinaus wäre es sinnvoll, die Kreuzungen in unsterilem Boden 
durchzuführen, um der Vermutung des Plasmidtransfers auf endogene Bodenbakterien 
nachzugehen. 
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E Abschlussdiskussion und Ausblick 
 
1. Abschlussdiskussion 
 
Im Rahmen des SONGLINES-Projektes ist es das Ziel, die IAA-Kassette so in die Rhizobien 
zu integrieren, dass sie nicht auf andere Bakterien übertragen wird, damit derart veränderte 
Rhizobien gefahrlos zur Wachstumsförderung in der Landwirtschaft eingesetzt werden 
können. Das Plasmid pJPeGFPplacIAA ist für dieses Ziel offensichtlich gut geeignet, da es 
selbst im „schlimmstmöglichen Fall“, auf Filtern und zwischen nah verwandten Arten, nicht 
transferiert wurde. Das Konstrukt pHReGFPplacIAA, welches sowohl auf Filtern als auch in 
sterilem Boden mit Frequenzen von 10-7 bis 10-6 transferiert wurde, stellt ein deutlich 
größeres Risiko dar. Ein Transfer in der Rhizosphäre konnte durch Ausplattieren zwar nicht 
detektiert werden, doch die in der mikroskopischen Auswertung festgestellten 
fluoreszierenden Stäbchenbakterien weisen darauf hin, dass das Plasmid auch dort transferiert 
wurde. Um die Gefahr eines horizontalen Gentransfers dieses Plasmides abschließend 
beurteilen zu können, müssten jedoch zunächst noch Kreuzungstests in unsteriler Rhizosphäre 
und im Freiland erfolgen. 
 
2. Ausblick 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Transferierbarkeit von Plasmiden auf Filtern, in sterilem 
Boden und in der Rhizosphäre der Erbse (ebenfalls in sterilem Boden) getestet. Die 
Rhizosphärenkreuzungen konnten nur je einmal pro Kreuzung durchgeführt werden und 
müssten zur Absicherung der Ergebnisse noch einmal in jeweils drei Parallelen wiederholt 
werden, wobei die dafür verwendete Erde häufiger als dreimal autoklaviert werden sollte, 
damit sie tatsächlich steril ist. Der nächste Schritt wären Kreuzungen in unsteriler 
Rhizosphäre bzw. im Freiland, um abschätzen zu können, ob die gentechnisch veränderten 
Rhizobien beim Einsatz in der Landwirtschaft die veränderte DNA auf endogene Bakterien 
transferieren. 
Zusätzlich wäre es interessant, einige Phänomene weiter zu untersuchen, die in dieser Arbeit 
zum Vorschein kamen, wie die zusätzliche Bande bei allen in einem Eckhardt-Gel 
überprüften Kolonien der Kreuzungen mit dem Rezipienten R. tropici CIAT 899 (s. Kapitel D 
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Diskussion, Punkt 2.5) oder die Ursache für die Nichttransferierbarkeit von pJPeGFPplac und 
pJPeGFPplacIAA.  
Auch wäre es interessant herauszufinden, warum das Konstrukt pHReGFPplacIAA aus dem 
Donor VF39 genta lacI 9/1 in beide Rezipienten transferiert werden konnte, aus dem Donor 
VF39 genta lacI 7/1 aber nur in S. meliloti 2011 und nicht in R. tropici CIAT 899. 
 
 
VERZEICHNISSE 
 107 
F Verzeichnisse 
 
1. Literaturverzeichnis 
 
Arber, W. (1974): DNA restriction and modification; Progress in nucleic acid research and 
 molecular biology, 14: 1-37 
 
Antoine, R.; Locht, C. (1992): Isolation and molecular characterization of a novel broad-host-
 range plasmid from Bordetella bronchiseptica with sequence similarities to plasmids 
 from Gram-positive organisms. Molecular Microbiology 6 (13), 1785–1799. 
 
Beringer, J. E. (1974): R factor transfer in Rhizobium leguminosarum. J Gen Microbiol 84: 
 188-198 
 
Bullock, W. O.; Fernandez, J. M.; Short, J. M. (1987): XL1-Blue: A high efficiency plasmid 
 transforming recA Escherichia coli strain with beta-galactosidase selection. 
 Biotechniques. 5(4): 376-379. 
 
Chalfie, M.; Tu, Y.; Euskirchen, G.; Ward, W. W.; Prasher, D. C. (1994):  Green fluorescent 
 protein as a marker for gene expression. Science 263: 802-805  
 
Dahlberg, C.; Linberg, C.; Torsvik, V. L.; Hermansson, M. (1997): Conjugative Plasmids 
 Isolated from Bacteria in Marine Environments Show Various Degrees of Homology 
 to Each Other and Are Not Closely Related to Well-Characterized Plasmids. Appl.
 Environ. Microbiol. 63: 4692-4697 
 
Datta, N.; Hedges, R. W.; Shaw, J.; Sykes, R. B.; Richmond, M. H. (1971): Properties of an R 
 Factor from Pseudomonas aeruginosa. J. Bacteriol. 106 (3): 1244-1249  
 
Dombrecht, B.; Vanderleyen, J.; Michiels, J. (2001): Stable RK2-Derived Cloning Vectors for 
 the Analysis of Gene Expression and Funktion in Gram-Negative Bacteria. MPMI 14 
 (3): 426-430 
 
Dröge, M.; Pühler, A.; Selbitschka, W. (1999): Horizontal gene transfer among bacteria in 
 terrestrial and aquatic habitats as assessed by microcosm and field studies. Biol Fertil 
 Soils 29: 221-245  
 
Eckhardt, T. (1978): A rapid method for identification of plasmid-DNA in bacteria. Plasmid     
 1(4): 584-588 
 
Ellenberg, J.; Lippincott-Schwartz, J.; Presley, J. F. (1999): Dual-colour imaging with GFP-
 variants. Trends Cell Biol. 9:52-56 
 
Gage, D. J.; Bobo, T.; Long, S. R. (1996): Use of Green Fluorescent Protein To Visualize the 
 Early Events of Symbiosis between Rhizobium meliloti and Alfalfa (Medicago sativa). 
 Journal of Bacteriology, Dec 1996, 7159-7166 
VERZEICHNISSE 
 108 
 
Garcia-Vallvé, S.; Romeu, A.; Palau, J.: Horizontal Gene Transfer in Bacterial and Archaeal 
 Complete Genomes. Genome Res. 10: 1719-1725  
 
Gisi, U.; Schenker, R.; Schulin, R.; Stadelmann, F. X.; Sticher, H. (1997): Bodenökologie. 
 Georg Thieme Verlag Stuttgart, 2. Auflage 
 
Glickmann, E., Dessaux, Y. (1995): A critical examination of the specifity of the salkowski 
 reagent for indolic compounds produced by phytopathogenic bacteria. Appl. Environ. 
 Microbiol. 61(2): 793-796 
 
Hanahan, D. (1983): Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. Journal of  
 Molecular Biology, 166: 557-580 
 
Hill, K. E.; Top, E. M. (1998): Gene transfer in soil systems using microcosms. FEMS 
 Microbiology and Ecology 25: 319-329 
 
Hirsch, A. M. (1999): Role of lectins (and rhizobial exopolysaccharides) in legume 
 nodulation. Current Opinion in Plant Biology 2:320-326 
 
Hynes, M. F.; Brucksch, K; Priefer, U. B. (1988): Melanin production encoded by a cryptic 
 plasmid in a Rhizobium leguminosarum strain. Archives of Microbiology 150: 326-
 332 
 
Ibelgaufts, H. (1990): Gentechnologie von A bis Z. VCH 
 
Jahnke, J.; Priefer, U. B. (2002): Phototrophic biofilms of restored fields in the rhenish lignite   
 mining area: development of soil algal, bacterial, and fungal biomasses. Soil Biology 
 and Biochemistry 34: 1157-1165 
 
Kinashi, H.;  Shimaji M.;  Sakai A. (1987): Giant linear plasmids in Streptomyces which code 
 for antibiotic biosynthesis genes. Nature 328, 454 – 456 
 
Kinkle, B. K.; Sadowsky, M. J.; Schmidt, E. L.; Koskinen, W. C. (1993): Plasmids pJP4 and 
 r68.45 can be transferred between populations of Bradyrhizobia in nonsterile soil. 
 Appl. Environ. Microbiol. 59(6): 1762-1766 
 
Kroer, N.; Barkay, T.; Sørensen, S.; Weber, D.(1998): Effect of root exudates and metabolic 
 activity on conjugal transfer in the rhizosphere of a marsh plant. FEMS Microbiology 
 and Ecology 25(4): 375-384 
 
Lawrence, J. G.; Ochman, H. (1998): Molecular archaeology of the Escherichia coli genome. 
 Proc. Natl. Acad. Sci. Vol. 95: 9413-9417 
 
Martínez-Morales, L. J.; Soto-Urzúa, L.; Baca, B. E.; Sánchez-Ahédo, J. A. (2003): Indole-3-
 butyric acid (IBA) production in culture medium by wild strain Azospirillum 
 brasilense. FEMS Microbiology Letters 228 (2003): 167-173 
 
Martinez-Romero, E.; Segovia, L; Mercante, F.M.; Franco, A. A.; Graham, P.; Pardo, M.A.
 (1991): Rhizobium tropici, a novel species nodulating Phaseolus vulgaris L. beans and
 Leucaena sp. trees. Int J Syst Bacteriol 41: 417-26 
VERZEICHNISSE 
 109 
 
Mølbak, L.; Molin, S.; Kroer, N. (2007): Root growth and exudate production define the 
 frequency of horizontal gene transfer in the Rhizosphere. FEMS Microbiology and 
 Ecology 59: 167-176 
 
Mühlhardt, C. (2006): Der Experimentator: Molekularbiologie /Genomics. Spektrum
 Akademischer Verlag Heidelberg, 5. Auflage 
 
Mullis, K., Faloona, F., Scharf, S., Saiki, R., Horn, G., Erlich, H. (1986): Specific 
 enzymatic amplification of DNA in vitro: the polymerase chain reaction. 
 Cold Spring Harb Symp Quant Biol.; 51: 263-73.  
 
Muth, G., Nußbaumer, B., Wohlleben, W., Pühler, A. (1989): A vector system with 
 temperature-sensitive replication for gene disruption and mutational cloning in 
 streptomycetes. Mol Gen Genet 219(3): 341-348 
 
Nancharaiah, Y. V.; Wattiau, P.; Wuertz, S.; Bathe, S.; Mohan, S. V.; Wilderer, P. A.; 
 Hausner, M. (2003): Dual labeling of Pseudomonas putida with fluorescent proteins 
 for in situ monitoring of conjugal transfer of the TOL plasmid. Appl. Environ. 
 Microbiol. 69(8): 4846-4852 
 
Nelson, K. E.; Clayton, R. A.; Gill, S. R.; Gwinn, M. L.; Dodson, R. J.; Haft, D. H.; Hickey E. 
 K.; Peterson, J. D.; Nelson, W. C.; Ketchum, K. A.; McDonald, L.; Utterback, T. R.; 
 Malek, J. A.; Linher; K. D.; Garrett, M. M.; Stewart, A. M.; Cotton, M. D, Pratt, M. 
 S.; Phillips, C. A.; Richardson, D.; Heidelberg, J.; Sutton, G. G.; Fleischmann, R. D.; 
 Eisen, J. A.; White, O.; Salzberg, S. L.; Smith, H. O.; Venter, J. C.; Fraser, C. M. 
 (1999): Evidence for lateral gene transfer between Archaea and Bacteria from genome 
 sequence of Thermotoga maritima. Nature 399: 323-329 
 
Nielsen, K. M.; van Elsas, J. D.; Smalla, K. (2001): Dynamics, horizontal transfer and 
 selection of novel DNA in bacterial populations in the phytosphere of transgenic 
 plants. Annals of Microbiology, 51: 79-94   
 
Nultsch, W. (2001): Allgemeine Botanik. Georg Thieme Verlag Stuttgart, 11. Auflage 
 
Ochman, H.; Lawrence, J. G., Groisman, E. A. (2000): Lateral gene transfer and the nature of 
 bacterial innovation. Nature, Vol 450: 299-304 
 
Pandolfini, T.; Storlazzi, A.; Calabria, E.; Defez, R.; Spena, A. (2000): The spliceosomal 
 intron of the rolA gene of Agrobacterium rhizogenes is a prokaryotic promotor. 
 Molecular Microbiology 35(6): 1326-1334 
 
Patten, C. L.; Glick, B. R. (2002): Role of Pseudomonas putida Indolacetic Acid in 
 Development of the Host Root System. Appl. Environ. Microbiol. 68(8): 3795-3801 
 
Pilacinski, W. P.; Schmidt, E. L. (1981): Plasmid transfer within and between serologically 
 distinct strains of Rhizobium japonicum, using antibiotic resistance mutants and 
 auxotrophs. Journal of Bacteriology, 145 (2): 1025-1030 
 
VERZEICHNISSE 
 110 
Pridmore, R.D. (1987): New and versatile cloning vectors with kanamycin-resistance marker. 
 Gene. 56(2-3): 309-12.  
 
Priefer, U. B. (1989): Genes involved in lipopolysaccharide production and symbiosis are 
 clustered on the chromosome of Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39. 
 J.Bacteriol 171: 6161-6168 
 
Ramos-Gonzales, M-I.; Duque, E.; Ramos, J. L. (1991):   Conjugational Transfer of 
 Recombinant DNA in Cultures and in Soils: Host Range of  Pseudomonas putida TOL 
 Plasmids. Appl. Environ. Microbiol. 57: 3020-3027 
 
Richaume, A.; Angle, J. S. ; Sadowsky, M. J. (1989) : Influence of soil variables on in situ 
 plasmid transfer from Escherichia coli to Rhizobium fredii. Appl. Environ. Microbiol. 
 55 (7): 1730-1734 
Salkowski, E. (1885):  Ueber das Verhalten der Skatolcarbonsäure im Organismus. Z. 
 Physiol. Chem. 9:23-33 
 
Sambrook, J., Fritsch, E. F. & Maniatis, T. (1989): Molecular cloning: A laboraty manual; 
 Cold Spring Harbor Laboraty Press, Cold Spring Harbor, New York 
 
Schäfer, A., Kalinowski, J., Simon, R., Seep-Feldhaus, A., Püher, A. (1989): High.Frequency 
 Conjugal Plasmid Transfer from Gram-Negative Escherichia coli to Various Gram-
 Positive Coryneform Bacteria. J. Bacteriol. 172: 1663-1666 
 
Schwaner, N. E.; Kroer, N. (2001): Effect of plant species on the kinetics of conjugal transfer 
 in the rhizosphere and relation to bacterial metabolic activity. Microb. Ecol. 42: 458-
 465 
 
Selbitschka, W.; Keller, M.; Pühler, A. (1997): Vorbereitung eines Freilandexperiments: 
 Konstruktion und Charakterisierung von zwei leuchtmarkierten Rhizobienstämmen, 
 die sich in ihrer Rekombinationsfähigkeit unterscheiden. BIUZ 27(4), 277-285 
 
Simon, R.; Priefer, U. B. & Pühler, A. (1983): A broad host range mobilization system for in 
 vivo genetic engineering: transposon mutagenesis in gram negative bacteria. 
 Bio/Technology 1: 784 – 791 
 
Shimomura, O.; Johnson, F. H.; Saiga, Y. (1962): Extraction, purification and properties of 
 aequorin, a bioluminescent protein from the luminous hydromedusan, Aequorea. J. 
 Cell. Comp. Physiol. 59: 223-239 
 
Skotnicki; M. L.; Tribe, D. E.; Rogers, P. L. (1980): R-Plasmid Transfer in Zymomonas 
 mobilis. Appl. Environ. Microbiol. 40 (1): 7-12 
 
Smit, E.; van Elsas, J. D.; van Veen, J. A.; de Vos, W. M. (1991): Detection of plasmid 
 transfer from Pseudomonas fluorescens to indigenous bacteria in soil using 
 bacteriophage ΦR2f for donor counterselection. Appl. Environ. Microbiol. 57 (12): 
 3482-3488 
 
Sørensen, S., J.; Bailey, M.; Hansen, L., H.; Kroer, N.; Wuertz, S. (2005): Studying 
 horizonzal plasmid transfer in situ: a critical review. Nat. Rev. Microbiol. 3: 700-710 
 
VERZEICHNISSE 
 111 
Southern, E. (1975): Detection of specific sequences among DNA fragments separated by gel 
 elektrophoresis. J Mol Biol. 1975 Nov 5; 98(3):503-17 
 
Spelling, T.; Bottin, A.; Kahmann, R. (1996): Green fluorescent protein (GFP) as a new vital 
 marker in the phytopathogenic fungus Ustilago maydis. Mol Gen Genet 252: 503-509 
 
Top, E.; Mergeay, M.; Springael, D.; Verstraete, W.(1990): Gene escape model: Transfer of  
 heavy metal resistance genes from Escherichia coli to Alcaligenes eutrophus on agar 
 plates and in soil samples. Appl. Environ. Microbiol. 56 (8): 2471-2479 
 
Trieu-Cuot, P.; Carlier, C.; Courvalin, P. (1988): Conjugative Plasmid Transfer from 
 Enterococcus faecalis to Escherichia coli. Journal of Bacteriology, Sept 1988, 4388-
 4391 
 
Trieu-Cuot, P.; Carlier, C.; Martin, P.; Courvalin, P. (1987): Plasmid Transfer by conjugation 
 from Escherichia coli to Gram-positive bacteria. FEMS Microbiol. Lett. 48: 289-294 
 
Tsien, R. Y. (1998): The green fluorescent protein. Annu. Rev. Biochem. 1998. 67: 509-544 
 
Troxler, J.; Azelvandre, P.; Zala, M.; Défago, G.; Haas, D. (1997): Conjugative Transfer of 
 Chromosomal Genes between Fluorescent Pseudomonads in the Rhizosphere of 
 Wheat. Appl. Environ. Microbiol. 63(1): 213-219 
 
Van Elsas, J. D.; Turner, S.; Bailey, M. J. (2003): Horizontal gene transfer in the phytosphere. 
 New Phytologist 157: 525-537 
 
Vescovo, M.; Morelli, L.; Bottazi, V.; Gasson, M.J.(1983): Conjugal Transfer of Broad-Host -
 Range Plasmid pAMß1 into Enteric Species of Lactic Acid Bacteria. Appl. Environ. 
 Microbiol. 46(3): 753-755 
 
Wackernagel, W. (2002): Fakten und Fantasien zum horizontalen Gentransfer von 
 rekombinanter DNA. Akademie-Journal 1/2002: 28-31 
 
Walter, M. V.; Porteous, L. A.; Prince, V. J.; Ganio, L.; Seidler, R. J. (1991): A Microcosm 
 for Measuring Survival and Conjugation of Genetically Engineered Bacteria in 
 Rhizosphere Environments. Current Microbiology 22: 117-121 
 
Young, J. P. W. (1992): Phylogenetic classification of nitrogen-fixation organisms. Chapman 
 & Hall, New York 
 
Yost, C. K.; Rochepeau, P.; Hynes, M. F. (1998): Rhizobium leguminosarum contains a  group 
 of genes that appear to code for methyl-accepting chemotaxis proteins. Microbiology 
 144, 1945-1956 
 
Zakharova, E. A.; Shcherbakov, A. A.; Brudnik, V. V.; Skripko, N. G.; Bulkhin, N. Sh.; 
 Ignatov, V. V. (1999): Biosynthesis of indole-3-acetic acid in Azospirillum brasilense 
 Insights from quantum chemistry. Eur. J. Biochem. 259: 572-576 
 
VERZEICHNISSE 
 112 
2. Abbildungsverzeichnis 
 
Abbildung A4.1: IAA-Synthese aus Tryptophan über Indol-3-acetamid ................................ 11 
Abbildung A6.1: schematische Darstellung der Nutzung des eGFP in dieser Arbeit zur 
Identifikation von Transkonjuganten ............................................................ 15 
Abbildung B25.1: Bodenkreuzungen ....................................................................................... 43 
Abbildung B26.1: Cholodny-Kammer ..................................................................................... 45 
Abbildung C1.1.1: Restriktion von pK18mob mcpD3 genta mit BglII ................................... 50 
Abbildung C1.1.2: das Konstrukt pK18mob mcpD3 genta (links), als Vergleich pK18mob 
mcpD3 (rechts) .............................................................................................. 51 
Abbildung C1.1.3: lacI, mit „M13-Primern“ aus pCR2.1 amplifiziert .................................... 52 
Abbildung C1.1.4: Restriktion von pK18mob mcpD3 genta lacI mit Acc65I ......................... 53 
Abbildung C1.1.5: Konstrukte pk18mob mcpD3 genta lacI. ................................................... 54 
Abbildung C1.2.1: Restriktion von pHReGFPplacIAA mit BglII ........................................... 55 
Abbildung C1.2.2: das Konstrukt pHReGFPplacIAA (links), als Vergleich pHReGFPplac 
(rechts) ........................................................................................................... 56 
Abbildung C1.3.1: das Konstrukt pJPeGFPplacIAA (links), als Vergleich pJPeGFPplac 
(rechts) ........................................................................................................... 57 
Abbildung C2.1: Schematische Darstellung der Integration der Gene aacC1 und lacI in das 
Chromosom von Rhizobium leguminosarum bv. viciae VF39 durch Doppel-
Cross-Over .................................................................................................... 59 
Abbildung C2.3: Orientierung der Gene mcpD, aacC1 und  lacI in VF39 genta lacI 7/1 und 
VF39 genta lacI 9/1 ....................................................................................... 60 
Abbildung C3.1.1: Restriktion von pHReGFPplac aus VF39 genta lacI 7/1 und VF39 genta 
lacI 9/1 mit Ecl136II ..................................................................................... 62 
Abbildung C3.2.1: Restriktion von pHReGFPplacIAA aus VF39 genta lacI 7/1 und VF39 
genta lacI 9/1 mit Ecl136II ............................................................................ 63 
Abbildung C3.3.1: Restriktion von pJPeGFPplac aus VF39 genta lacI 7/1 mit BglII ............. 64 
Abbildung C4.1.1: Eckhardt-Gel nach pHReGFPplac-Filterkreuzungen ................................ 68 
Abbildung C4.1.2: Transferfrequenzen von pHReGFPplac in den Filterkreuzungen ............. 69 
Abbildung C4.1.3: Eckhardt-Gel nach pHReGFPplac-Filterkreuzungen ................................ 71 
Abbildung C4.2.1: Eckhardt-Gel nach pHReGFPplacIAA-Filterkreuzungen ......................... 72 
Abbildung C4.2.2: Transferfrequenzen von pHReGFPplacIAA in den Filterkreuzungen ...... 73 
Abbildung C5.1.1: Transferfrequenzen von pHReGFPplac in den Bodenkreuzungen ........... 77 
Abbildung C5.2.1: Transferfrequenzen von pHReGFPplacIAA in den Bodenkreuzungen .... 79 
Abbildung C6.1: Rhizosphärenkreuzungen in Cholodny-Kammern ....................................... 81 
Abbildung D1.5.1: Eckhardt-Gel zum Vergleich der Megaplasmidbanden von VF39 und 
Transkonjuganten .......................................................................................... 92 
Abbildung D2.1.1: Bodenkreuzungen mit pHReGFPplac und pHReGFPplacIAA im 
Vergleich ....................................................................................................... 94 
Abbildung D3.1.1: Filter- und Bodenkreuzungen mit pHReGFPplac im Vergleich ............... 98 
Abbildung D3.2.1: Filter- und Bodenkreuzungen mit pHReGFPplacIAA im Vergleich ...... 100 
VERZEICHNISSE 
 113 
3. Tabellenverzeichnis 
 
Tabelle B1.1: verwendete Bakterienstämme ............................................................................ 17 
Tabelle B2.1: verwendete Plasmide ......................................................................................... 17 
Tabelle B4.1: verwendete Antibiotika ..................................................................................... 18 
Tabelle B4.2: weitere Zusätze zu Nährmedien ........................................................................ 19 
Tabelle B11.1: verwendete Enzyme ......................................................................................... 23 
Tabelle B11.1.1: verwendete Restriktionsenzyme ................................................................... 24 
Tabelle B17.1: allgemeiner Ablauf einer PCR ......................................................................... 32 
Tabelle B18.1: verwendete Primer ........................................................................................... 33 
Tabelle B23.1: verwendete Selektionsplatten .......................................................................... 42 
Tabelle B24.1: Zusammensetzung des Bodens ........................................................................ 43 
Tabelle B28.1: verwendete Reaktionkits ................................................................................. 47 
Tabelle B29.1: verwendete Geräte ........................................................................................... 48 
Tabelle C4.1.1: Ergebnisse der pHReGFPplac-Filterkreuzungen ........................................... 70 
Tabelle C4.2.1: Ergebnisse der pHReGFPplacIAA-Filterkreuzungen .................................... 73 
Tabelle C5.1.1: Ergebnisse der pHReGFPplac-Bodenkreuzungen .......................................... 77 
Tabelle C5.1.2: Transkonjuganten und Rezipienten der pHReGFPplac-Bodenkreuzungen 
bezogen auf 1 g Trockengewicht ........................................................................ 78 
Tabelle C5.2.1: Ergebnisse der pHReGFPplacIAA-Bodenkreuzungen ................................... 79 
Tabelle C5.2.2: Transkonjuganten und Rezipienten der pHReGFPplacIAA-Bodenkreuzungen 
bezogen auf 1 g Trockengewicht ........................................................................ 80 
Tabelle C6.1.1: Wurzelknöllchen der Erbsenpflanzen ............................................................. 83 
Tabelle C6.2.1: auf  den Objektträgern gefundene mögliche Transkonjuganten der 
Rhizosphärenkreuzungen .................................................................................... 84 
 
VERZEICHNISSE 
 114 
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BLAST    Basic Local Alignment Search Tool  
bp     Basenpaare 
bv.     biovar 
bzw.     beziehungsweise 
ca.     circa 
CaCl2     Kalziumchlorid 
cm     Zentimeter 
CTAB     Cethyltrimethylammoniumbromid  
d.h.     dass heißt 
DIG     Digoxygenin 
DNA     Desoxyribonukleinsäure 
dNTP     Desoxyribonukleosidtriphosphat 
E. coli     Escherichia coli 
EDTA     Ethylendiamintetraacetat 
et al.     et alii (und andere) 
EtBr     Ethidiumbromid  
evtl.     eventuell 
FeCl3     Eisenchlorid 
for     forward 
g     Gramm 
GFP     grün fluoreszierendes Protein 
Gm     Gentamycin 
HCL     Salzsäure 
H2O     Wasser 
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H2SO4     Schwefelsäure 
IAA      Indol-3-Essigsäure 
IPTG     Isopropyl-ß-thiogalactosid 
kb     Kilobasen(paare) 
Km     Kanamycin  
LB-Medium    Luria Bertani-Medium 
Lsg     Lösung 
M     Molar 
Mbar     Millibar 
Min     Minute(n) 
MgCl2     Magnesiumchlorid 
ml     Milliliter 
mM     Millimolar 
MOPS     3-(N-Morpholino)propansulfonsäure 
NaCl     Natriumchlorid 
NBT      Nitroblau-Tetrazoliumsalz 
NCBI     National Centre for Biotechnology Information 
Nm     Neomycin 
nm     Nanometer 
Nx     Nalidixinsäure 
o.D.     optische Dichte 
PCR     Polymerase-Kettenreaktion 
pH     negativer dekadischer Logarithmus der [H+] 
pv.     pathovar 
RbCl     Rubidiumchlorid 
rev     reverse 
Rnase     Ribonuklease 
rpm     rounds per minute (Umdrehungen pro Minute) 
R. leguminosarum   Rhizobium leguminosarum 
R. tropici    Rhizobium tropici 
SDS     Natriumdodecylsulfat 
Sm     Streptomycin 
S. meliloti    Sinorhizobium meliloti 
s.o.     siehe oben 
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Sp     Spectinomycin 
Tab.     Tabelle 
TAE-Puffer    Tris-Acetat-EDTA 
TB-Puffer    Tris-Borat-Puffer 
Tc     Tetracyclin 
TE-Puffer    Tris-EDTA-Puffer 
Tris     Tris-(Hydroxymethyl)-Ammonium 
TY-Medium     Tryptone-yeast-extract Medium 
UV     ultraviolett 
v/v     Volumenprozente (Volumen/Volumen) 
WT     Wildtyp 
w/v     Gewichtsprozente (Gewicht/Volumen) 
X-Gal     5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-galaktopyranosid 
z.B.     zum Beispiel 
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